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Los miembros de la familia de proteínas Sprouty/Spred han sido descritos como 
reguladores negativos de la activación de ERK, inducida por diversos factores de 
crecimiento. En esta Tesis, hemos demostrado como esta familia de proteínas también 
es capaz de inhibir la activación de ERK en respuesta a estímulos no mitogénicos, 
como la prostaglandina ciclopentenona PGA1.  
Se ha descrito que Sprouty2 es fosforilado en respuesta a la acción de distintos 
factores de crecimiento. En trabajos ya publicados se vio que la quinasa Mnk-1 era 
capaz de fosforilar a Sprouty2 en las serinas de las posiciones 112 y 121. Mnk-1 es 
una quinasa regulada directamente por ERK  y por p38MAPK.  Nosotros demostramos 
que es p38MAPK la responsable de la  fosforilación del residuo 112 y no del 121. Hemos 
comprobado que otra serina treonina quinasa implicada en la regulación y estabilidad 
de las uniones adherentes, PKD, también se une y fosforila Sprouty2 en este residuo, 
identificando además que esta interacción tiene lugar a través de la región carboxilo 
terminal de Sprouty2. Así mismo,  hemos comprobado que la sobreexpresión de 
Sprouty2, pero no del mutante S112A,  produce un aumento de la sensibilidad celular 
al tratamiento con cisplatino y 5-fluoruracilo, aunque  este efecto sobre la 
supervivencia celular parece ser independiente de la acción de p38MAPK. 
 
Members of the Sprouty / Spred protein family have been described as negative 
regulators of ERK activation induced by different growth factors. In this thesis, we have 
demonstrated that this family is also capable of inhibiting ERK activation in response to 
non mitogenic stimuli, such as cyclopentenone prostaglandin PGA1. 
Sprouty 2 is phosphorylated in response to growth factors. Previously has been 
published that Mnk-1 kinase was able to phosphorylate Sprouty2 in serine 112 and 
121. Mnk-1 is directly regulated by ERK and p38MAPK. We show that p38MAPK is 
responsible of the phosphorylation of residue 112 but not 121. In addition found that 
PKD a serine threonine kinase involved in the regulation and stability of adherens 
junctions, also binds and phosphorylates Sprouty2 in this residue. We show that this 
interaction occurs via the carboxyl terminal region of Sprouty2. Finally, we found that 
overexpression of Sprouty2, but not the S112A mutant promotes increased cell 
sensitivity to cisplatin o 5-fluorouracil treatment, although this effect on cell survival 
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1. RECEPTORES TIROSINA QUINASA Y FACTORES DE CRECIMIENTO. 
 La señalización intracelular mediada a través de los receptores tirosina-quinasa 
(RTK) controla muchos aspectos del destino celular.  
Los receptores tirosina quinasa, son una familia de receptores que poseen actividad 
tirosina quinasa, a través de los cuales se activan distintas rutas de señalización que 
dan lugar a diversos efectos celulares. De forma general, su estructura consta de un 
dominio extracelular, un dominio hidrofóbico transmembrana y un dominio 
citoplasmático (Figura 1). La unión de ligandos específicos al dominio extracelular 
induce la dimerización del receptor, que estimula su actividad, induciendo auto y trans-
fosforilaciones en residuos de tirosina de la región citoplasmática, los cuales, sirven 
como puntos de anclaje para proteínas implicadas en la ruta de señalización 
Ras/Raf/MEK/ERK entre otras (Warren and Landgraf, 2006). Entre los ligandos que 
activan los RTK se encuentran los factores de crecimiento como EGF o FGF. 
El EGF es un factor de crecimiento para gran variedad de células y tejidos de 
origen ectodérmico o mesodérmico. Su receptor, EGFR o ERB1,  uno de los miembros 
mejor caracterizados de la familia ERB, es capaz de transmitir una gran variedad de 
señales que pueden generar respuestas celulares como proliferación, supervivencia, 
diferenciación, inducción de apoptosis e incluso migración celular (Zhang et al., 2007). 
Los residuos de fosfotirosina del receptor activado son reconocidos por proteínas 
adaptadoras que poseen dominios SH2 (Koch et al., 1991) o dominios PTB (van der 
Geer and Pawson, 1995), como son la proteína Grb2 o la proteína Shc. Grb2 
interacciona con residuos de fosfotirosina del receptor a través de un único dominio 
SH2 y mediante dos dominios SH3, se une a regiones específicas ricas en prolinas, 
como las presentes en Sos, proteína activadora de Ras. 
 La familia del FGF está formada por una serie de factores de crecimiento, que 
muestran actividad mitogénica en gran variedad de células de origen mesenquimal, 
neuronal y epitelial. Están involucrados en numerosos procesos biológicos durante el 
desarrollo embrionario, cicatrización, hematopoyesis y angiogénesis. Uno de los FGF 
mejor caracterizados es el FGF básico (bFGF o FGF-2), que presenta alta afinidad por 
proteoglicanos de membrana, siendo una de sus funciones mejor caracterizadas la 
neovascularización durante estadíos iniciales del desarrollo tumoral (Eswarakumar et 
al., 2005; Presta et al., 2005). Los factores de crecimiento pertenecientes a esta familia 
median su señal por unión y activación de cuatro RTK diferentes (FGFR1-FGFR4). 
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Estos receptores poseen secuencias conservadas, que sirven como punto de anclaje 
para el dominio PTB de la proteína adaptadora FRS2, la cual es fosforilada por el 
receptor continuando con la cascada de señalización de Ras/Raf/MEK/ERK, entre 
otras. 









1.1 ESTÍMULOS INDEPENDIENTES DE RECEPTORES TIROSINA QUINASA: 
PROSTAGLANDINAS 
 Las prostaglandinas son compuestos de 20 átomos de carbono formados a 
partir del ácido araquidónico, el cual es liberado de los fosfolípidos de membrana por 
acción de la fosfolipasa A2. Este ácido es transformado por acción de las 
ciclooxigenasas COX1 y COX2 en PGH2 que a su vez, y por acción de 
prostagalandinas sintasas específicas, es transformado en los precursores de las 
diferentes familias de prostaglandinas (Figura 2). 
Las prostaglandinas actúan de forma autocrina o paracrina de ahí la denominación de 
"hormonas locales (Bos et al., 2004; Funk, 2001). La naturaleza de la acción de las 
prostaglandinas depende tanto del tipo de receptor, por ejemplo las prostaglandinas 
ciclopentanonas ejercen sus efectos a través de receptores acoplados a proteínas G-
heterotriméricas, como de las diferentes proteínas diana presentes. Entre estas 
acciones se encuentran, vasodilatación (Kumazawa et al., 2007), vasoconstricción 
(Arikawa et al., 2006), agregación plaquetaria (Rolin et al., 2006) y la regulación de la 
inflamación y del sistema inmune (Kabashima and Narumiya, 2003), entre otras. 
 
Figura 1: Estructura de seis subfamilias de receptores tirosina quinasa. Imagen tomada de Bruce Alberts 
































1.1.1 PROSTAGLANDINAS CICLOPENTENONAS 
Las prostaglandinas ciclopentenonas se forman por deshidratación no 
enzimática de las familias de prostaglandinas PGE y PGD, dando respectivamente 
PGA1 y 15-deoxi-d12,14-prostaglandinaJ2 (15dPGJ2). Estructuralmente las 
prostaglandinas ciclopentenonas se caracterizan por tener en su estructura un grupo 
carbonilo ,  insaturado en el anillo. Este carbono  es un centro electrofílico, capaz 
de formar aductos de Michael con nucleófilos tales como los grupos -SH de las 















Entre los efectos biológicos descritos para las prostaglandinas ciclopentenonas 
se encuentran la actividad mitogénica de 15dPGJ2, la cual se une a la cisteína 184 y 
activa específicamente a H-Ras, lo que a su vez conduce a la activación de la vía de 
Ras/Raf/MEK/ERK lo cual, produce un aumento de la proliferación de las células 
(Oliva et al., 2003). Otro efecto descrito para 15dPGJ2 es la activación de PPAR  
(Shiraki et al., 2005), factor de transcripción implicado en la diferenciación de 































































Figura 2: Síntesis del precursor común de todas las PGs, PGH2, a partir del ácido araquidónico, 
dando lugar a las distintas familias de PGs. Las ciclopentanonas (PGA1, PGJ2 y 15d-PGJ2) se 
producen por deshidratación espontánea (señalada por una estrella verde). Las estrellas rojas indican 
los carbonos  capaces de forma aductos de Michael. 
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N- y K-Ras en un sitio diferente al de 15dPGJ2 y sin embargo, K y N-Ras ni unen 
15dPGJ2 ni son activados por ésta (Renedo et al., 2007). Por otro lado PGA1 actúa 
como inhibidor de la vía NF-kB ya que se une directamente a IKKb y la 15dPGPJ2 y 
forma aductos de Michael con la quinasa IkB-quinasa (Rossi et al., 1997). Entre otros 
efectos, las prostagladinas ciclopentenonas tienen efectos antivirales (Santoro, 1997), 
antitumorales (Kato et al., 1986), inducción de estrés oxidativo (Kondo et al., 2001) y 
apoptosis (Kim et al., 1993).  
 
2. PROTEÍNAS MAPK 
Estas proteínas son una familia de enzimas, altamente conservadas, cuya 
activación por diversos estímulos celulares da lugar a un amplio rango de respuestas. 
Su actividad está regulada por  la combinación de MAPK kinasas (MKKs),  MAPK 
fosfatasas y otras proteínas como por ejemplo, la superfamilia de proteínas Sprouty 
(Spry)/ Spred, de la cual hablaremos más adelante. La activación requiere la 
fosforilación en treonina y tirosina (Thr-X-Tyr). Una vez que ésto ocurre,  fosforilan a 
sus sustratos  en residuos de serina o treonina, (que pueden ser. desde otras quinasas 
hasta factores de transcripción), desencadenando respuestas celulares tales como 
proliferación, crecimiento, diferenciación, senescencia o apoptosis (Huang et al., 
2010). En mamíferos, existen distintos tipos de MAPK, JNK, proteínas p38MAPK, ERK5 











Figura3: La familia de las MAPK, serina/treonina quinasa implicadas en proliferación, diferenciación, 
















































 Las proteínas JNKs están codificadas por tres genes, Mapk8 para JNK1, 
Mapk9 para JNK2 y Mapk0 para JNK3. Los mRNA sufren splicing alternativo que da 
lugar a unas diez isoformas. JNK1 y JNK2 se expresan de forma ubicua. Por el 
contrario JNK3 se expresa únicamente en cerebro. La activación de las proteínas JNK 
se induce principalmente por citoquinas inflamatorias, como IL-1, TNF o factores 
desencadenantes de estrés celular y requiere la fosforilación en la secuencia Thr-Pro-
Tyr (TPY), que es realizada por las quinasas MKK4 y MKK7 (Davis, 2000). El estudio 
en ratones mostró que mientras los KO de JNK1 o JNK2 no exhibían anomalías, el 
doble KO interrumpía el desarrollo en la mitad de la gestación por defectos en el cierre 
del tubo neural, demostrando así, que la función de JNK es necesaria para el 
desarrollo y la viabilidad de los ratones y que no es específica de la isoforma 
(Sabapathy et al., 1999). Existe un amplio rango de sustratos de JNK: p53, ATF-2 
(Gupta et al., 1996; Gupta et al., 1995) o el factor de transcripción AP-1, que incluye 
los miembros de la familia Fos y Jun (Weston and Davis, 2007). La familia de las JNKs 
está implicada en proliferación celular y apoptosis. 
 
2.2 p38 
 La familia p38MAPK está codificada por cuatro genes: Mapk14 para p38 , 
Mapk11  para p38 , Mapk12 para p38  y Mapk13 para p38 . Las isoformas  y  se 
expresan de forma ubicua, mientras que y  están más restringidas a músculo, piel e 
hígado (Han et al., 2007). Las quinasas p38 se activan por diferentes estímulos, como 
citoquinas inflamatorias (IL-1,TNF- ), factores de crecimiento (TGF- , FGF), 
condiciones de estrés celular o especies reactivas de oxígeno (ROS). La activación de 
p38MAPK es regulada por las quinasas MKK3 y MKK6, las cuales a su vez, se activan 
por otras quinasas como MTK1 y ASK1 (Hui et al., 2007; Ono and Han, 2000). Los 
estudios de disrupción génica en ratones muestran que la pérdida de p38  interrumpe 
el desarrollo de los embriones entre los días 10.5-16.5, por un fallo en la 
vascularización de la placenta (Adams et al., 2000). La pérdida de p38 produce 
defectos en la secreción de insulina por parte de las células pancreáticas (Sumara et 
al., 2009). Por otro lado, se ha visto que ratones a los que les faltan las otras isoformas 
de p38MAPK son viables y fértiles. La isoforma más estudiada es p38 . Existen dos 
grandes grupos de sustratos de p38; por un lado factores de transcripción como p53,  
ELK1 o ATF2 y por otro quinasas como MNK1 ó MNK2 (Hui et al., 2007; Ono and Han, 
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2000) y tienen una especial relevancia controlandola diferenciación de varios tipos 
celulares, así como un papel negativo en la regulación de ciclo celular y la inducción 
de apoptosis, lo que le confiere un importante papel como supresor tumoral (Bulavin 
and Fornace, 2004; Hui et al., 2007).  
2.3 ERK5 
 ERK5, también llamada BMK1 (Zhou et al., 1995) es expresada en multitud de 
tejidos y se activa por diversos estímulos como estrés oxidativo y osmótico (Abe et al., 
1996), factores de crecimiento como EGF, FGF o VEGF (Hayashi et al., 2004; Hayashi 
and Lee, 2004; Kato et al., 1997; Kesavan et al., 2004) y citoquinas como IL-6 
(Carvajal-Vergara et al., 2005). También se ha visto activación de ERK5 en 
condiciones como hipoxia o isquemia (Sohn et al., 2002; Takeishi et al., 1999). Esta 
activación es llevada a cabo por la quinasa MEK5, que fosforila en dos residuos 
distintos; una treonina en la posición 218, lo que provoca una cambio conformacional 
que facilita la fosforilación de la Tyr 220, dando lugar a la completa actividad de ERK5 
(Mody et al., 2003). En estudios de disrupción génica se ha visto que los ratones K.O. 
de ERK5 no son viables ya que su desarrollo embrionario se ve interrumpido en el día 
10 aproximadamente, debido a defectos cardiovasculares y a fallos en la formación de 
los tejidos embrionarios (Roberts et al., 2009). Esta quinasa está implicada en la 
regulación de la hipoxia, la migración celular y la prevención de la apoptosis. 
2.4 ERK1/2 
 ERK1 y ERK2 se expresan desde estadíos tempranos en todos los tejidos con 
un 83% de homología en sus secuencias, responden a prácticamente a los mismos 
estímulos y comparten la mayoría de sus funciones. Sin embargo, se han podido 
encontrar diferencias en cuanto a las funciones que realizan, mediante estudios en 
ratones KO. Ratones deficientes en ERK1 eran viables y fértiles, pero presentaban 
alteraciones en la actividad locomotora, en la maduración de timocitos y en la 
diferenciación de adipocitos (Bost et al., 2005; Mazzucchelli et al., 2002; Pages et al., 
1999); mientras que los ratones deficientes en ERK2 mostraron un fenotipo 
completamente distinto, quedando interrumpida su gestación entre los días 6.5-8.5 del 
desarrollo embrionario, debido a fallos en la diferenciación del mesodermo y el 
desarrollo placentario (Hatano et al., 2003; Saba-El-Leil et al., 2003; Yao et al., 2003). 
Hasta ahora los únicos activadores conocidos de ERK son las proteínas MEK. Para 
que ERK se active totalmente es necesaria la fosforilación de dos residuos del dominio 
catalítico (T202/Y204 en ERK1 y T185/Y187 en ERK2) que están separados por un 















Tras su fosforilación, ERK dimeriza y puede fosforilar proteínas citoplasmáticas, como 
Mnk1,  o dirigirse al núcleo donde fosforila factores de transcripción, como Elk-1, c-
myc o c-fos regulando la expresión génica (Chambard et al., 2007; Dumesic et al., 
2009) (Figura 4). La activación de la ruta de ERK  tiene un papel importante en 
proliferación, muerte celular y remodelación del citoesqueleto (Calvo et al., 2010; 
Huang et al., 2010). 
 
3 UNIONES CELULARES 
 Las uniones celulares permiten la comunicación entre células vecinas, a través 
de su membrana plasmática, lo que favorece el anclaje de las mismas al medio que 
las rodea así como la adhesión celular, lo cual hace que las células se agrupen 
formando tejidos. Una alteración de estas uniones confiere a las células capacidad 
invasiva y facilita su migración, pudiendo originar patologías como el cáncer (Meng 
and Takeichi, 2009). 
La adhesión entre las células epiteliales se realiza a través de distintos tipos de 
uniones (Figura 5): 






















a) Uniones estrechas- están formadas principalmente por claudinas y 
ocludinas, provocando la exclusión del espacio intercelular e impidiendo así, la difusión 
de moléculas entre las células y la migración lateral de las proteínas y los lípidos de 
membrana.  
b) Uniones comunicantes- están constituidas por proteínas transmembrana o 
conexinas que conectan las células vecinas y forman poros que permiten el paso 
selectivo de moléculas. 






c) Uniones adherentes y desmosomas-  son uniones que conectan de modo 
puntual  las células del epitelio, con el citoesqueleto de células vecinas, permitiendo 
así que las células mantengan su forma. Las uniones adherentes son el tipo más 
abundante y el más importante, ya que tienen un papel fundamental en la adquisición 
y el mantenimiento de la estructura de los tejidos y además pueden limitar el 
movimiento celular y la proliferación (Conacci-Sorrell et al., 2002). Estas uniones están 
mediadas por las cadherinas, proteínas transmembrana que interaccionan con 
cadherinas de células vecinas. La interacción tiene lugar entre los dominios 
extracelulares de las cadherinas y siempre ocurre en presencia de Ca2+. Existen 
muchos miembros de la familia de cadherinas, pero la más estudiada es la E-
cadherina, principal cadherina del tejido epitelial. Para el correcto establecimiento de 
las uniones, la E-cadherina ha de interaccionar con el citoesqueleto de actina. Esta 
unión no es directa, se realiza a través de unas proteínas citosólicas que se 
denominan cateninas. El dominio citosólico de la E-cadherina interacciona con -
catenina, la cual a su vez su une a -catenina que es la responsable de la unión 
directa a el citoesqueleto de actina (Cowin and Burke, 1996). Existen otras proteínas 
asociadas a zonas diferentes del dominio citosólico de la E-cadherina, como p120-



















Figura 5: Esquema representativo de los distintos tipos de uniones celulares. 
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A continuación, en los siguientes apartados, pasaré a describir con más detalle las 
proteínas en las que se ha centrado este trabajo.  
3.1 E-CADHERINA 
 Es el miembro más estudiado y mejor caracterizado de la familia de las 
cadherinas. Posee un dominio extracelular, que se divide a su vez en cinco 
subdominios repetidos, también conocidos como dominios EC (Figura 6). Cada uno de 
estos subdominios tiene secuencias de unión a calcio conservadas en los distintos 
miembros de la familia de las cadherinas. La interacción de los iones calcio con estas 
secuencias regula la conformación del dominio extracelular, de tal forma que cuando el 
calcio se une a ellos, el dominio extracelular puede interaccionar con otras cadherinas 
de las células vecinas. Por otro lado, su dominio citoplasmático también está muy 
conservado y es a través de el, que puede unirse a moléculas citoplasmáticas como 
p120-catenina o a -cateninas, formando una "estructura" que conecta con el 










Es un proteína perteneciente a la superfamilia "armadillo", en la cual todos sus 
miembros comparten un dominio central, denominado "dominio armadillo", gracias al 
cual, forma complejos con numerosas moléculas. 
En la estructura de -catenina podemos diferenciar tres dominios (Figura 7): un 
dominio N-terminal, el cual contiene la zona de unión a -catenina (Aberle et al., 1994) 
y sitios de fosforilación por la quinasa GSK3  (Yost et al., 1996). El extremo C-terminal 
es muy acídico y con el interaccionan muchas proteínas de la maquinaria 













Figura 6: Estructura de E-cadherina, polipéptido de 728 aa, formado por un dominio extracelular, que consta 
de 5 repeticiones denominadas “Extracelular cadherin repeats” (EC1-EC5), un dominio transmembrana (TM) 
y un dominio citoplasmático, que posee los sitios de unión a distintos ligandos 
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transcripcional, como la proteína de unión a la caja TATA (TBP) (Hecht et al., 1999), 
SMAD4 (Nishita et al., 2000) o CREB (Takemaru and Moon, 2000). Además este 
dominio es esencial para la transcripción mediada por factores de la familia Tcf/Lef 
(Behrens et al., 1996). Por otro lado, el dominio central o dominio de armadillo, es una 
estructura rígida que está formado por 12 repeticiones, imperfectas, de 42 
aminoácidos cada una. Estos dominios armadillo son zonas de interacción proteína-
proteína y, en el caso de -catenina, de unión a múltiples ligandos tales como E-
cadherina, APC o axina, con los que forma complejos que tienen la particularidad de 











Su función es crucial en dos importantes procesos: por un lado, en la 
regulación de la expresión génica a través de la ruta de Wnt (Chen et al., 2001) y por 
otro en el establecimiento de las uniones adherentes. En cada una de estas funciones, 
-catenina debe asociarse a diversas proteínas a fin de poder desarrollar su función 
(Figura 8). 
 - Con respecto a las uniones adherentes, -catenina actúa de puente 
uniéndose por su dominio armadillo a E-cadherina y por su región N-terminal a           
-catenina, la cual a su vez es la responsable de la unión al citoesqueleto de actina. 
La unión de -catenina a E-cadherina es muy importante y ocurre en el retículo 
endoplásmico, tras la biosíntesis de E-cadherina. Una vez se ha producido esta unión, 
juntas se dirigen hacia la superficie celular, donde rápidamente es reclutada -
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Figura 7: Estructura de -catenina formada por tres regiones: la región amino terminal, una región 
central que contiene las doce repeticiones armadillo y una región carboxilo terminal. En esta figura se 
muestran en diferentes colores, las zonas que sirven para la unión de diferentes moléculas 
relacionadas con la función de esta proteína. 
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catenina. Cualquier fallo en la unión de estas proteínas, lleva a la degradación de E-
cadherina, que quedaría retenida en el retículo y a la consiguiente alteración de las 
uniones adherentes (van Roy and Berx, 2008). 
- En cuanto a su papel como modulador génico, es crucial la regulación de los 
niveles de -catenina libre en el citosol. -catenina libre, es decir, no unida a E-
cadherina, es fosforilada por un complejo proteico formado por APC o proteína 
acopladora axina, la cual recluta a CKI , que fosforila inicialmente en la Ser45 y a 
GSK3 , que a su vez fosforila a -catenina en la Thr 41, Ser 37 y Ser 33. Como 
consecuencia de esto, -catenina es poliubiquitinada por la ubiquitina ligasa -Trcp y 
posteriormente degradada en el proteasoma (Figrua 8). Cuando este sistema de 
degradación se ve alterado, -catenina no puede ser degradada y el exceso de -
catenina libre puede traslocarse al núcleo actuando como coactivador de factores de 
transcripción de la familia Tcf, que inducen la expresión de una gran variedad de 
genes diana, muchos de ellos implicados en tumorogénesis (Behrens et al., 1996; Liu 















Figura 8: Función y regulación de -catenina, que mediante su unión a E-cadherina y a -catenina  
(1) permite la formación de las uniones adherentes. (2)  Cuando la ruta de sañalización de Wnt está 
inhibida, -catenina libre en el citoplasma se asocia a un complejo proteico, que la dirige a 
degradación vía proteasoma. (3) Si por el contrario, la ruta de Wnt está activada, se inhibe la 









































 La proteína p120-catenina se identificó originalmente como un sustrato de la 
oncoproteína Src (Reynolds et al., 1989) e inicialmente fue llamada p120 cas 
(cadherin-associated Src substrate), pero posteriormente al descubrirse que también 
formaba parte del complejo cateninas-cadherinas,  se le cambió el nombre por p120ctn 
(Reynolds et al., 1994). En su estructura consta de un dominio armadillo por el cual se 
une a E-cadherina, concretamente por las repeticiones 1 a 7 (Shibamoto et al., 1995) 
(Figura 9). Al contrario que la -catenina, p120-catenina no interactúa con -catenina 
ni con APC (Daniel and Reynolds, 1995), esto justifica su diferente función en el 
complejo formado con E-cadherina.  
El splicing alternativo del gen da lugar a las isoformas de p120-catenina. En el extremo 
amino terminal existen cuatro inicios de traducción que dan lugar a la expresión de las 
isoformas 1, 2, 3 y 4 (Keirsebilck et al., 1998). La isoforma más frecuente en células 
epiteliales y la más implicada en uniones adherentes es la forma denominada 








Con respecto a la función de p120-catenina  se ha visto que su fosforilación en 
tirosinas aumenta su afinidad por las cadherinas (Calautti et al., 1998; Roura et al., 
1999; Xia et al., 2003), pero para que sea fosforilada, tanto en tirosinas como en 
serinas o treoninas, ha de ser reclutada hacia la membrana, a través de su interacción 
con las cadherinas (Reynolds et al., 1994; Thoreson et al., 2000). Se ha visto que en 
células deficientes en E-cadherina, por ejemplo la línea celular L que proviene de 
fibroblastos de ratón, p120-catenina se encuentra en el citoplasma, mientras que si se 
reestablece la expresión de E-cadherina, se produce un reclutamiento de p120-
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Figura 9: Estructura de p120-catenina, que consta en su región central de un dominio de repeticiones 
armadillo, una región carboxilo terminal y una región animo terminal formada por el dominio 
regulatorio y dominio “coiled coil”. El splicing alternativo de esta región da lugar a cuatro isoformas, 
cada una de ellas con un ATG de inicio distinto (marcado con números 1-4). 
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catenina a las uniones adherentes. Esto corrobora que las cadherinas son suficientes 
y necesarias para reclutar p120-catenina a la membrana y que además, la 
estequiometría de p120-catenina en los complejos de E-  -
catenina (Nathke et al., 1994). Por otro lado  también se ha visto que p120 catenina se 
asocia a un factor de transcripción, Kaiso, y se cree que juntas se translocan al núcleo 
pudiendo actuar como un represor transcripcional (Daniel and Reynolds, 1995). 
Juntas, estas cateninas regulan la dinámica de las uniones celulares, modulando 
procesos como el reagrupamiento lateral de cadherinas y la fuerza de unión entre 
ellas, otorgándole en algunos casos, un papel negativo en la regulación de los 
contactos celulares (Ohkubo and Ozawa, 1999); otros, por el contrario, le otorgan un 
papel positivo (Thoreson et al., 2000). Estudios recientes sugieren que otra función 
adicional de p120-catenina en el complejo de adhesión celular, sería regular el 
reciclaje de las cadherinas (Davis et al., 2003; Ireton et al., 2002). En condiciones 
normales el reciclaje de las cadherinas ocurre mediante un mecanismo de endocitosis. 
Hay trabajos que describen que p120-catenina interaccionaría directamente con E-
cadherina evitando su internalización y su posterior degradación, aumentando así la 
vida media de la E-cadherina y por tanto, la cantidad de E-cadherina disponible en la 
membrana (Anastasiadis and Reynolds, 2000). Por ejemplo, células de carcinoma de 
colon SW48, (deficientes en la expresión de p120-catenina), presentan altos niveles de 
E-cadherina en el citoplasma y por lo tanto, una baja adhesión. Cuando se reestablece 
la expresión de p120-catenina, se rescata el fenotipo epitelial mediante la 
estabilización de E-cadherina en la membrana (Ireton et al., 2002) (Figura 10). 
 
4 REGULACIÓN DE  LAS UNIONES ADHERENTES 
 Las uniones adherentes parecen estar sometidas a un continuo recambio y 
este proceso ha de estar regulado para permitir la adecuada funcionalidad y 
establecimiento de las mismas, a fin de garantizar la correcta arquitectura de los 
tejidos. 
Podemos hablar de dos formas de regulación: 
 -Regulación transcripcional: La E-cadherina es considerada la principal 
molécula de adhesión por lo que su regulación es muy importante. Ha sido descrita 
ampliamente como supresor tumoral, ya que su desregulación induce disgregación 
celular y metástasis. Se ha encontrado disminuida su expresión en tumores gástricos, 
tumores de mama (Birchmeier, 1994) y en tumores colorrectales (Brabletz et al., 
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2001). Muchos factores de transcripción están implicados en el control de la expresión 
de las cadherinas. Por ejemplo, la expresión del factor de transcripción Snail está 
inversamente relacionado con la de E-cadherina (Cano et al., 2000; Palmer et al., 
2004; Pena et al., 2005). Otros factores de transcripción como SIPI, Twist y E12  
actúan como represores de la transcripción de E-cadherina a través de su interacción 
con la E-box (Yang et al., 2004). Recientemente se ha publicado que una familia de 
miRNA, miR-200, controla los niveles de expresión de la E-cadherina actuando a nivel 
de los represores transcripcionales de ZEB-1 y ZEB-2 durante la transición epitelio-
mesénquima (Gregory et al., 2008; Park et al., 2008). Así mismo, se ha visto que otro 
miRNA, miR-373, induce la expresion de E-cadherina  por el reconocimiento de un 
sitio de unión en el promotor de la E-cadherina (Li et al., 2006; Place et al., 2008). 
 Regulación post-transcripcional-  se da mediante la fosforilación de una 
serie de residuos aminoacídicos, lo que altera la estabilidad de los complejos formados 
por cadherina-cateninas y permite cambios rápidos en las interacciones de dichos 
complejos. Se ha descrito que tanto -catenina, como p120-catenina son en algunos 
casos, sustrato de quinasas como Src (p120-catenina), los receptores de EGF, HGF, 
PDGF y erB2 (Tsukita et al., 1993) y que estas fosforilaciones regulan las uniones 
adherentes (Behrens et al., 1993; Hazan and Norton, 1998; Shibata et al., 1996); se ha 
publicado que el aumento de fosforilación de -catenina en residuos de tirosina, se 











Figura 10: Papel de las distintas cateninas en las uniones adherentes. Las cateninas tienen un papel dual, 
ya que tienen una doble localización: formando parte de las uniones adherentes o de forma libre en el 
citoplasma, en cuyo caso, al igual que -catenina tras la activación de Wnt se trasloca al núcleo (1), p120-
catenina se une al factor de transcripción Kaiso y se trasloca al núcleo mediante un mecanismo desconocido 
(2). La regulación de E-cadherina ocurre mediante un proceso de endocitosis, por el que es transportada a 




















































































Por otro lado cadherinas (como E-cadherina) puenden fosforilarse en serinas 
del dominio citosólico por la CKII aumentando su afinidad por -catenina (Lickert et al., 
2000) y estabilizando E-cadherina en la membrana. Otra proteína que regula post-
traduccionalmente a E-cadherina,  y en la que se ha centrado este trabajo, es PKD,  
una serina-treonina quinasa, perteneciente a la familia de las Proteína Quinasa C 
(PKC). PKD fosforila a E-cadherina y la estabiliza en la membrana, lo que favorece la 
formación de complejos cadherina-cateninas y la agregación celular (Jaggi et al., 
2005). Existe una regulación de las uniones adherentes que involucra a las GTPasas 
de la familia Rho (Rac, Rho y Cdc42)  en la funcionalidad de los complejos de 
adhesión (Kaibuchi et al., 1999). 
 
5 PROTEÍNA QUINASA D (PKD) 
 La proteína quinasa C  también conocida como PKD, es un miembro de la 
familia de las Proteina Quinasa C (PKC), que son serina-treonina quinasas que 
dependiendo de su actividad enzimática se clasifican en tres grandes grupos: PKC 
clásicas ( , 1, 2 y ) que se activan por calcio o por diacilglicerol (DAG) y fosfolípidos, 
PKC noveles (PKC , , ,  y ) cuya activación es independiente de calcio, se 
activan únicamente por DAG y fosfolípidos y por último las PKC atípicas ( y ), cuyo 
mecanismo de activación es independiente tanto del calcio como de los fosfolípidos o 
el DAG. 
Al igual que el resto de los miembros de PKC, PKD tiene un dominio regulador N-
terminal, comprendido entre los aminoácidos 1-588, región que consta de (Figura 11): 
- Un extremo amino terminal rico en residuos de alanina y prolina 
- Dos regiones ricas en cisteínas, también denominadas CRD, con estructuras 
tipo "dedos de zinc", en las cuales se encuentran los sitios de unión al DAG y 
ésteres de forbol, y que tiene especial relevancia en la mediación de la 
traslocación a la membrana de PKD,  
- Un dominio acídico, cuya función biológica aun no está clara   
- Un dominio PH, de unión a fosfoinositoles, el cual juega un papel muy 










Tanto la deleción del dominio regulador completo, del dominio PH o de los 
dominios CRD  producen la completa activación de la proteína, mostrando el efecto 
inhibitorio  de esta región sobre la actividad quinasa (Iglesias and Rozengurt, 1998, 
1999; Zugaza et al., 1996). El dominio catalítico de PKD (situado en la región C-
terminal) tiene poca homología con el del resto de los miembros de las PKC, lo cual 
sugiere que esta proteína tiene una especificidad de sustrato diferente al resto 
(Zugaza et al., 1996). En cuanto a su activación, PKD puede ser activada por multitud 
de factores a parte de los ya mencionados, como son el estrés oxidativo, 
neuropéptidos como la bombesina, vasopresina, endotelina, bradiquinina y 
angiotensina II ó factores de crecimiento como el PDGF y el FGF. Entre las distintas 
funciones de PKD se encuentran: 
 - Inducción de la  apoptosis: hay estudios en los que se ha visto que PKD 
interacciona, a través de su dominio PH, con el dominio C-terminal de ASK1, una 
quinasa reguladora de apoptosis (Storz and Toker, 2003) y también se ha visto que 
PKD fosforila a la histona deacetilasa 7 (HDAC7), lo cual resulta en una salida de la 
misma del núcleo y apoptosis celular (Besirli and Johnson, 2006; Parra et al., 2005). 
 - Inducción de la proliferación y supervivencia: numerosos estudios han 
investigado la implicación de PKD en supervivencia y apoptosis. Se ha visto que en 
células Swiss 3T3, neuropéptidos como vasopresina o bombesina o los ésteres de 
forbol activan PKD mediante un mecanismo dependiente de otras PKCs, dando como 
resultado la síntesis de DNA y la proliferación celular (Guha et al., 2002). También se 
ha publicado que, bajo condiciones de estrés oxidativo se induce la activación de PKD, 
a través de un mecanismo mediado por las quinasa Src y Abl y dependiente de otras 
PKC (Storz et al., 2004). Esta activación de PKD induce la activación del factor de 
transcripción NF- B, que protege a la célula de la muerte celular (Storz et al., 2004; 
Storz and Toker, 2003). También se ha comprobado en hepatocitos que PKD 
Figura 11: La estructura de la proteína quinasa D (PKD). CRD: dominios ricos en cisteína 1 y 2. AC: 
región acídica. PH: dominio “pleckstrin homology”. Dominio quinasa con los residuos responsables 















promueve la supervivencia celular en respuesta a especies reactivas de oxígeno 
(ROS) (Song et al., 2009) y tiene un papel protector frente a la muerte celular inducida 
por H2O2 en células intestinales (Dequiedt et al., 2005). 
 - PKD regula el tamaño tumoral, la capacidad invasiva y la metástasis: La 
expresión disminuida de PKD se considera un marcador de invasividad en cáncer de 
mama. Esto puede ser debido a la función de PKD como regulador negativo de la 
expresión de MMP (Du et al., 2009). En líneas celulares de cáncer de próstata que 
tienen una expresión de PKD disminuída, la expresión ectópica de PKD puede 
fosforilar a -catenina lo cual la estabiliza en la membrana, favoreciendo la adhesión 
celular, lo que provoca una disminución de la capacidad invasiva (Mak et al., 2008). 
Por otro lado, otros trabajos han publicado que en células de tumores gástricos la 
expresión de PKD está disminuida y esto se correlaciona con un aumento de la 
mutilación de su promotor, sugiriendo que el silenciamiento epigenético de PKD 
conlleva una aumento de la migración celular y metástasis (Zhukova et al., 2001). 
 
6 FAMILIA DE PROTEÍNAS SPROUTY/SPRED 
 La familia de proteínas Sprouty se identificó a partir de una análisis genético en 
Drosophila melanogaster, como un regulador negativo de la vía de señalización de 
ERK, mediada por RTKs (Hacohen et al., 1998). Se vio que en respuesta a FGF, la 
sobreexpresión de Sprouty disminuía la ramificación traqueal, mientras que la pérdida 
de la expresión producía hiper-ramificación. Sprouty no sólo afecta a la activación de 
ERK inducida por FGF, sino también por EGF. En el desarrollo de la glía, las neuronas 
y los ojos en Drosophila, el EGFR juega un papel muy importante y en todos estos 
tejidos, la pérdida de función de Sprouty durante el desarrollo provoca un aumento del 
número de células en estos tejidos (Casci et al., 1999). 
En vertebrados se han identificado cuatro genes Sprouty, homólogos al de Drosophila, 
que codifican proteínas de un tamaño que oscila entre 34-37KD. De todas las 
isoformas, Sprouty2 es la que presenta mayor homología entre especies (Minowada et 
al., 1999) (Figura 12). Estas proteínas en su extremo C-terminal poseen una región 
rica en cisteínas (que conserva un 55% de homología con la de Drosophila) y parece 
ser la responsable de su traslocación a la membrana, tras la estimulación con factores 
de crecimiento (Lim et al., 2000). En su región N-terminal poseen un residuo de 
tirosina conservado en todas las isoformas, que se corresponde con la posición 55 en 
INTRODUCCIÓN 
 40 
Sprouty2 y cuya mutación confiere unas propiedades de dominante negativo con 
respecto a la proteína salvaje (Impagnatiello et al., 2001) (Figura 12). 
 El papel de Sprouty es la regulación negativa de la activación de ERK inducida 
por FGF y VEGF (Impagnatiello et al., 2001). Distintos datos apunta a que Sprouty2 
también desempeña un papel en la ruta mediada por EGF (Lim et al., 2000) ya que 
aumenta la duración de la misma sin afectar a su intensidad debido a su interacción 
con la ubiquitina ligasa c-Cbl (Egan et al., 2002; Fong et al., 2003; Rubin et al., 2003). 
Respecto a el papel de Sprouty2 en la ruta mediada por FGF, aunque inicialmente se 
creía que la inhibición llevada a cabo por Sprouty2 en esta ruta era a través de Grb2, 
lo cual impediría la unión de ésta a otras proteínas adaptadoras (Hanafusa et al., 2002; 
Lao et al., 2006), se demostró que esta unión de Grb2 a otras proteínas adaptadoras 
no estaba afectada por Sprouty2 (Gross et al., 2001) y que mutantes de Sprouty2 que 
no unen Grb2 continuaban inhibiendo la activación de ERK (Martinez et al., 2007). 
Otro posible mecanismo de acción sugerido es que la unión de Sprouty2 a Raf es lo 
que impide la activación de ERK (Sasaki et al., 2003; Tsavachidou et al., 2004). 
Estudios de disrupción génica han aportado más datos para el conocimiento del papel 
de estas proteínas. Así, el KO de Sprouty1 origina malformaciones del aparato 
genitourinario (Basson et al., 2005). En el KO de Sprouty2, la mayoría de los ratones 
morían al poco de nacer, ya que presentaban defectos en el aparato digestivo debido 
a una hiperplasia del nervio entérico (Taketomi et al., 2005) y los que sobrevivían 
presentaban anomalías en el órgano de Corti, por lo que eran sordos (Shim et al., 
2005). En el KO de Sprouty4, los ratones sufren retraso en el crecimiento, aumento de 
incisivos y maloclusión, polisindactilia y defectos mandibulares (Taniguchi et al., 2007). 
Más recientemente, se ha identificado otra familia de proteínas: la familia Spred, 
constituída por tres miembros, que tienen conservado el dominio C-terminal rico en 
cisteínas de las proteínas Sprouty (SPRD) (Figura 12) y que, al igual que en estas, 
también es responsable de la translocación a la membrana de Spred tras la 
estimulación mitogénica. Por el contrario, la región N-terminal carece de homología 
con Sprouty y engloba el dominio EVH1, que es un dominio de interacción con 
secuencias consenso ricas en prolina (FPPPP) y con afinidad por actina (Ball et al., 
2002). En la región central poseen un dominio denominado KBD de interacción con c-















El papel de las proteínas Spred es la regulación negativa de la activación de ERK 
inducida por EGF, FGF y VEGF (Bundschu et al., 2007) y parece ser que los dominios 
de las proteínas poseen distintas funciones dependiendo de la isoforma de Spred a la 
que nos refiramos. Así pues, mientras que el dominio SPR parece ser esencial para 
que Spred2 pueda ejercer su función (Meng et al., 2012; Nobuhisa et al., 2004), en 
Spred1, es en el dominio EVH1 sobre el que recae la función inhibitoria (Stowe et al., 
2012). Estudios de disrupción génica han aportado más datos para el conocimiento del 
papel de esta familia de proteínas. El KO de Spred1 presentó un crecimiento y 
desarrollo normal, pero en un modelo de ratón asmático, se observó un aumento de la 
eosinofilia así como una mayor migración de estas células al pulmón en respuesta a 
IL5 (Inoue et al., 2005). Además tambien se ha visto que el KO de Spred1 puede 
regular negativamente la hematopoyesis en respuesta a IL3  (Nonami et al., 2004).  El 
KO de Spred2 provocaba en los ratones un fenotipo de enanismo parecido a la 
acondroplasia humana y una inhibición de la hematopoyesis embriónica (Bundschu et 
al., 2005; Nobuhisa et al., 2004). 
Dadas todas estas características y sabiendo el papel relevante que tiene la vía 
de Ras/ERK en la regulación de procesos tales como la proliferación o diferenciación, 
se podría considerar a esta superfamilia de proteínas Sprouty/Spred,  como posibles 
supresores tumorales. Así pues, se ha visto en varios trabajos, que en ciertos tipos de 
tumores, como son el carcinoma de mama o próstata, la expresión de Sprouty1 y 
Sprouty2 está disminuida significativamente con respecto al tejido sano circundante 
























(Kwabi-Addo et al., 2004; Lo et al., 2004). En el caso de linfomas B difusos humanos 
se ha visto, que el promotor de Sprouty2 está hipermetilado y esto podría relacionarse 
con el grado de supervivencia (Sanchez et al., 2008). En hepatocarcinomas por 
ejemplo, se ha observado una reducción de la expresión de Spred1 y Spred2, que 
además se hace más acusada en metástasis (Yoshida et al., 2006). Sin embargo y en 
contra de lo que cabría esperar se ha visto que Sprouty2 está sobreexpresado en 
cáncer de colon, de recto, de ovario y de útero (Barbachano et al., 2010; Lo et al., 
2006) pudiendo tener un papel pro-oncogénico. 
 
 Con estos precedentes, en este trabajo hemos analizado el papel de la familia 
de proteínas Sprouty/Spred en la vía de ERK, en respuesta a la prostaglandina 
ciclopentenona PGA1, así como su implicación en la estabilidad de las uniones 
adherentes y las consecuencias fisiológicas de dicha implicación. De igual modo 
hemos estudiado el papel de Sprouty2 como sustrato de las serina-treonina quinasas 







































































1. Efectos de las proteínas Spred sobre la vía de ERK en respuesta a PGA1.  
 
 
2. Análisis de Sprouty2 como posible diana de  p38MAPK.  
 
 
3. Análisis de Sprouty2 como posible diana de otras serina - treonina quinasas. 
 
 




5. Efecto de Sprouty2 sobre la sensibilidad de las células de cáncer de colon a  




























































































1.1.1 Líneas celulares 
 Las líneas celulares utilizadas en esta tesis doctoral fueron: 
 HEK 293T: Línea celular originada a partir de células epiteliales de riñón de 
embrión humano transformadas con el ADN del adenovirus humano tipo 5, que lleva 
integrada una copia de la región temprana de SV40. ATCC: CRL-1573. 
 HeLa: Línea de células epiteliales humanas procedentes de un carcinoma de 
cervix epitelial de Henrietta Lacks. ATCC: CCL-2. 
 COS1: Células de riñón de mono verde con morfología de fibroblasto. ATCC: 
CRL-1650. 
 SW480: Línea de células derivadas de un  adenocarcinoma epitelial de colon. 
ATCC: CCL-228. Existen dos subpoblaciones descritas con morfología y respuesta 
hormonal distinta: SW480-ADH (adherentes) y SW480-R (redondeadas).  
 
Todos los tipos celulares a excepción de la línea SW480, fueron mantenidos en DMEM 
suplementado con 10% FCS, 2 mM glutamina y 100 U/ml penicilina y 100 g/ml 
estreptomicina. Las células SW480 fueron mantenidas en medio RPMI con los mismos 
suplementos. Cuando las células se privaron de suero, se utilizó el mismo medio en el 
que se crecen normalmente suplementado además con 10 mM pH 7,5 HEPES, pero 
sin suero añadido. 
 
 
1.1.2 Material de cultivos celulares 
 DMEM (Gibco) 
 Tripsina (Gibco) 
 Suero fetal de Ternera (Gibco) 
 Antibióticos: 100 U/ml y estreptomicina (0,1 mg/ml) (Gibco) 
 Glutamina (Gibco) 
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 DMSO (SCHARLAB) 
 HEPES (Gibco) 
 Factores de crecimiento: FGF y EGF (Sigma) y PGA1 (Cayman Chemical)  
 
1.1.3 Anticuerpos 
 Anti-AU5,  anti-HA y anti- AU5-FITC de ratón de Covance 
 Anti- MAPK (ERK-1), anti- myc,  anti- GST y anti- proteína quinasa C  (PKD) 
de Santa Cruz 
 Anti- fosfo MAPK (ERK1/2) y anti- fosfo C-Raf (338) de Cell Signalling 
 Anti- Spred2 de Abcam 
 Anti- E-cadherina de Bioscience 
 Anti- Sprouty2, anticuerpos monoclonales anti-ratón y anti-conejo conjugados 
con HRP, de Amersham 
 Anti- -actina de Sigma-Aldrich 
 Anti- Alexa Fluor594 cabra anti-ratón y anti- Alexa Fluor647 anti-conejo de 
Invitrogen 
 Anticuerpos monoclonales anti-ratón y anti-conejo conjugados con HRP, de 
Amersham 
 
1.1.4 Cepas bacterianas 
Para el mantenimiento, crecimiento y purificación de ADN plasmídico se utilizó la cepa 
bacteriana DH5  de Escherichia coli. 
Para la producción y extracción de proteínas de fusión se utilizó la cepa BL21 de 
Escherichia coli.  
 
1.1.5 Plásmidos. Descripción y procedencia 
Se emplearon estos vectores de expresión en eucariotas: pCDNA3, pCEFL, pEF y 
pEGFP,  controlados por el promotor de citomegalovirus salvo en el caso de pCEFL, 
que está controlado por el promotor de EF1 . La mayoría poseen un epítopo  (myc, 
HA, AU5) para su posterior reconocimiento por anticuerpos. 
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Para la expresión inducible en bacterias de proteínas, se utilizó el vector pGEX-4T-1 
(GE Healthcare). Estas construcciones poseen un epítopo GST, para su posterior 





pCEFL-KZ-HA-ERK1 Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 wt Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 Y55F Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 Nter Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 Cter Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pCEFL-KZ-AU5-Sprouty2 wt (de Alvaro et al., 2005) 
pCEFL-KZ-AU5-Spred1 (Garcia-Dominguez et al., 2011) 
pCEFL-KZ-AU5-Spred2 (Garcia-Dominguez et al., 2011) 
pCEFL-KZ-AU5-Sprouty2 P59A-P304A Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pCEFL-KZ-AU5 Cedido por el Dr. Silvio Gutkind 
pCEFL-KZ-HA Cedido por el Dr. Silvio Gutkind 
pCEFL-KZ-HA-p38 MAPK Cedido por el Dr. Silvio Gutkind 
pEF-H6-myc-C-Raf wt Cedido por el Dr. Silvio Gutkind 
pGEX-4T1-GST-MKK6 Cedido por el Dr. Silvio Gutkind 
pGEX-4T1-GST-ATF2 Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pGEX-4T1-GST-Sprouty2 Nter Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pEFboss- PKD wt Laboratorio Dr. Jose Mª Rojas 
pEFboss- PKD KD Cedido por la Dra. Teresa Iglesias 
pEFboss- PKD ca Cedido por la Dra. Teresa Iglesias 
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1.1.6 Generación de mutantes 
 Todos los mutantes obtenidos mediante mutagénesis dirigida se han comprobado por 
secuenciación. En la siguiente tabla, se muestran los mutantes que han sido utilizados 
para realizar este trabajo, así como los oligonucleótidos que se han empleado. 
 
PLÁSMIDOS PROCEDENCIA 
pEFboss- PKD ph Cedido por la Dra. Teresa Iglesias 
pEFboss- PKD CRD Cedido por la Dra. Teresa Iglesias 
pCEFL-KZ-HA-PKD 1-321 (Doppler et al., 2007) 
pCEFL-KZ-HA- PKD Dom Kin (Doppler et al., 2007) 
pCEFL-KZ-HA-Dom Kin PKD (Doppler et al., 2007) 
pGEX-4T1-GST-cyto-E-cadherina Cedido por el Dr. A. García de los Herreros. 
pGEX-4T1-GST-p120 catenina Cedido por el Dr. A. García de los Herreros. 
MUTANTES OLIGONUCLEÓTIDOS UTILIZADOS (5’-3’) 
Sprouty2 Ser-42       Ala 5’ AAAGGATCCCTGGATCAGATCAGA 3’ 
Sprouty2 Ser-74         Ala 5’ AAAGGATCCACTCAGCACAAACAC 3’ 
Sprouty2 Ser-97         Ala 5’ AAAGGATCCCAGGTCCATTCTTCT 3’ 
Sprouty2 Ser-101        Ala 5’ AAAGGATCCTCTGCACGAGCCCCT 3’ 
Sprouty2 Ser-102        Ala 5’ AAAGGATCCGCACGAGCCCCTCTG 3’ 
Sprouty2 Ser-108       Ala 5’ AAAGGATCCAGATCCATAAGCACG 3’ 
Sprouty2 Ser-110        Ala 5’ AAAGGATCCTCCATAAGCACGGTC 3’ 
Sprouty2 Ser-112        Ala 5’ AAAAGGATCCACGGTCAGCTCAGGG 3’ 
Sprouty2 Ser-121        Ala 5’ GGTCGCGGAGCGCTACGAGGACAAG  3’ 
Fragmento Sprouty2 59-119 
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1.1.7 Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de plásmidos pCEFL fueron los 
siguientes: 
 5’ AU5- AGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTT 
 3’ AU5- AAGGAACTGGGACCTTCCACGGTGAGGGTG 
 
1.2  MÉTODOS 
 
1.2.1 Transformación de bacterias competentes 
La transformación se realizó siguiendo el protocolo descrito por (Hanahan et al., 1983).   
 
1.2.2 Transfecciones transitorias 
 Las transfecciones transitorias de células HEK 293T o HeLa, se realizarón con 
el agente de transfección JetPei (Genycell) siguiendo el manual del usuario.  
 
1.2.3 Transfecciones estables 
Se generaron células SW480 establemente transfectadas con pCEFL-KZ-AU5, 
pCEFL-KZ.AU5-Sprouty2 wt, pCEFL-KZ-AU5-Sprouty2 Y55F y pCEFL-KZ-AU5- 
Sprouty2 S112A seleccionándolas con Neomicina. No se realizó selección clonal, sino 
que se utilizó el cultivo en masa. 
 
1.2.4 Inmunoprecipitaciones 
Las células tratadas previamente se lisan durante 30 minutos a 4ºC con 700 ml de un 
tampón de lisis: HEPES 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, MgCl2 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, 
tritón X-100 1%, glicerofosfato 20 mM, SDS 0,1%, deoxicolato 0,1% y CHAPS 2 mM, 
añadiendo en el momento de usar PMSF 100 mM, DTT 0,1 M, leupeptina 5 mg/ml y 
ortovanadato 10 mM. Posteriormente, las muestras se centrifugan 5 minutos a 14.000 
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rpm. Se toma el sobrenadante (retirando un 10% del volumen obtenido, lo cual 
supondrá el extracto total) y se incuba con 5 mg/ml del anticuerpo apropiado (anti HA o 
anti AU5) durante 2 horas a 4ºC en rotación. Pasado ese tiempo se añaden 30 ml de  
-bind sepharose o anti ratón IgG separose y se incuba durante 1 hora. Se centrifuga 
5minutos a 14000 rpm y se lava la resina con buffer de lisis tres veces.  
 
1.2.5 Inmunoblot 
Las proteínas se separaron por SDS/PAGE. Después se transfirieron a una membrana 
de nitrocelulosa (Bio-Rad), que después de incubar con los anticuerpos 
correspondientes se revelaron con la técnica del ECL (Amersham). 
 
1.2.6 Ensayos de activación transcripcional  
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se emplearon para medir la 
activación transcripcional de Elk-1. Las células se transfectaron con 0,67 ng del ADN 
de estudio, 35 ng de TATA-Gal4-Luc (gen reportero que contiene el gen que codifica 
para la enzima Photinus luciferasa bajo el control de Gal4), 16,6 ng de pcDNA3-Gal4-
Elk1 (el plásmido expresa el factor de transcripción Gal4-Elk1) y 0,1 ng de pRL-TK 
(plásmido que expresa la enzima Renilla luciferasa bajo el control del promotor TK de 
HSV).  
Los extractos celulares se generaron 5 h post-estimulación según el manual de 
instrucciones del “Dual-Luciferase Kit” (Promega). La luz emitida por las luciferasas 
Photinus y Renilla se midieron en el luminómetro OPTOCOMP 1 (MGM Instruments). 
La actividad luciferasa Renilla presente en cada extracto se utilizó para la 
normalización de la señal de luciferasa, como una medida de la eficiencia de 
transfección.  
 
1.2.7 Ensayos de interacción in vitro 
Las proteínas objeto de estudios se purificaron con glutatión-sepharosa ( Amersham ), 
a partir de extractos de la cepa E.coli BL21 transformadas con los correspondientes 
plásmidos siguiendo los procedimientos anteriormente descritos (Martinez et al., 
2007). Las células eucariotas usadas para el ensayo se lisaron en el tampón MLB: 
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HEPES 25mM pH 7,5, Tritón X-100 1%, NaCl 150mM, MgCl2 10mM, ortovanadato 1 
mM, NaF 25 mM, PMSF 1mM y 10mg/ml de leupeptina, aproteinina, pepstatina A e 
inhibidor de tripsina. Un décimo de los extractos celulares se guardaron y el resto se 
incubaron con la proteína purificada unida a la resina glutatión-sepharose, durante 1 h/ 
4ºC. Tanto los extractos, como los ensayos de unión in vitro se analizaron por 
inmunoblot. 
 
1.2.8 Ensayos de fosforilación in vitro 
Las proteínas usadas como sustrato en la reacción, se purificaron con glutatión-
sepharose, a partir de extractos de la cepa E.coli BL21 transformados con los 
correspondientes plásmidos, siguiendo los procedimientos anteriormente descritos 
(Martinez et al., 2007). Para la elución de las proteínas, se incubaron durante 1hora 
con 100-300 ml de buffer de elución: glutatión, TrisHCl pH 7,5 100 mM, ClNa 120 mM, 
glicerol 10%, EDTA 1mM, -mercaptoetanol 0,1%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM y 10 mg/ml 
de aproteinina y leupeptina. Las células usadas para el ensayo se lisaron e 
inmunoprecipitaron siguiendo el procedimiento descrito en  inmunoprecipitaciones. Los 
inmunoprecipitados se lavaron tres veces con buffer quinasa: MOPS pH 7,5 12,5 mM, 
-glicerofosfato 12,5 mM, MgCl2 7,5 mM, EGTA 0,5 mM, NaF 10 mM y ortovanadato 
10 mM. El ensayo de fosforilación se realizó resuspendiendo 20 ml del 
inmunoprecipitado en 20 ml de buffer quinasa conteniendo una concentración final de 
50mM de ATP radiactivo. La mezcla se incubó a 30ºC durante 30 minutos. Pasado 
este tiempo paramos la reacción añadiendo buffer SDS-PAGE. 
 
1.2.9 Marcaje in vivo 
Las células se deprivaron de suero durante dos horas y se incubaron en DMEN libre 
de fosfato durante cuatro horas previo a la adición de 1 mCi de 32P. Después de una 
hora las células se lisaron y el extracto se incubó con  -AU5 y -bind durante dos 
horas a 4ºC. La resina se lavó tres veces con buffer de lisis y las proteínas se 
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1.2.10 Inmunofluorescencias 
Las células se sembraron y se transfectaron sobre cubres circulares. Las células se 
fijaron en 4% paraformaldehído durante 30 minutos a 4ºC. Se lavaron 3 veces durante 
5 minutos cada vez con PBS, tras este paso y todos los demás. Las células se 
permeabilizaron 10 minutos a temperatura ambiente (t/a) con 0,1% Tritón X-100 en 
PBS. Se bloquearon durante 1 hora con 3% en BSA. Todos los anticuerpos se 
incubaron en 3% BSA. Los anticuerpos primarios se incubaron 1h t/a  a una dilución 
1/50, a excepción del anticuerpo anti-AU5-FITC que se empleó a una dilución 1/500. 
Los anticuerpos secundarios se incubaron durante 1h a una dilución 1/500. En el 
penúltimo lavado los cubres se incubaron  con 1mg/ml DAPI (Calbiochem). Los cubres 
se montaron sobre los portas con Prolong Gold Antifade Trshrny (Invitrogen). Las 
inmunofluorescencias se analizaron en el Microscopio Confocal Spectral Leica SP5 
AOBS  del servicio de microscopía confocal del Instituto de Salud Carlos III, Campus 
de Majadahonda. 
 
1.2.11 Silenciamiento génico 
Para silenciar Sprouty2, las células fueron infectadas con lentivirus que contenían un 
shRNA dirigido hacia Sporuty2 o un shRNA control, ambos bajo el control del promotor 
U6. El sistema empleado fue “Mission shRNA lentiviral particles” (Sigma). 
 
1.2.12 Detección del polimorfismo Sprouty2 P106S  
El estudio del polimorfismo Sprouty2 P106S para valorar su distribución entre 
población control y pacientes con cáncer de colon, se realizó en colaboración con el 
Instituto del Cáncer de Dinamarca y con la Dra. Marina Pollán (CNE, ISCIII). Para ello, 
muestras de DNA genómico procedentes de linfocitos de sangre periférica se 
purificaron según los procedimientos habituales y la detección del cambio C-T en la 
posición 316 de la región codificante de Sprouty2 se efectuó mediante el empleo de 
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1.2.13 Ensayos de viabilidad 
La viabilidad celular fue evaluada mediante el método de cristal violeta (Hernandez 
Losa et al., 2003). Las células fueron sembradas 24h antes del tratamiento con la 
droga, a una concentración de 20x104 células/placa. Tras este tiempo, el medio de 
cultivo se renovó con medio nuevo con diferentes dosis del medicamento 
correspondiente. Las células fueron fijadas con glutaraldehido 2% durante 20 minutos, 
se lavaron un par de veces con PBS y se incubaron con cristal violeta durante 20 
minutos. El colorante fue recubierto con ácido acético 1% y la densidad óptica fue 
evaluada a 590nm. 
 
1.2.14 Análisis estadístico 
Los valores se muestran como la media +/- error estándar de al menos tres 
experimentos. La significación estadística se estimó con el test t de Student para dos 
muestras independientes. Las diferencias se consideraron significativas cuando 
p<0,05.  
En el análisis del polimorfismo (Sprouty2 P106S), los OR, intervalos de confianza del 
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1  EFECTOS DE LAS PROTEÍNAS SPRED SOBRE LA VÍA 
DE ERK EN RESPUESTA A PGA1 
 
 La sobreexpresión de miembros de la familia de proteínas Sprouty inhibe la 
activación de ERK inducida por diversos factores de crecimiento como FGF o VEGF 
(Hacohen et al., 1998) pero no lo hace cuando la activación de ERK es inducida por 
EGF (Casci et al., 1999). Más recientemente, se identificó una nueva familia de 
proteínas, Spred, que comparten con las anteriores en su extremo C-terminal una 
región rica en cisteínas. La función de estas es la regulación negativa de la activación 
de ERK mediada por factores de crecimiento como EGF, FGF o VEGF (Lim et al., 
2000; Wakioka et al., 2001). 
En el laboratorio se demostró que la prostaglandina ciclopentenona 15dPGJ2 es capaz 
de unir covalentemente  la cisteína 184 de H-Ras, pero no la de N- o K-Ras (Oliva et 
al., 2003). Esta unión favorece la activación de la ruta H-Ras- Raf- MEK- ERK, 
produciendo un aumento en la proliferación de células  NIH-3T3. Por otro lado se 
demostró, que otra prostaglandina ciclopentenona, PGA1, une y activa a H-, N- y K-
Ras. Esta unión se da a través de las cisteínas 118,181 y 184, pero el residuo al que 
mayoritariamente se une PGA1, es a la cisteína 118, localizada en el dominio de 
interacción con GTP, lo cual lleva a la activación de las proteínas Ras (Renedo et al., 
2007). 
 Ya que Sprouty2 se había descrito como un regulador negativo de la activación de 
ERK inducida por determinados factores de crecimiento, como FGF, se comprobó que 
también es capaz de inhibir la señalización de ERK inducida por PGA1, un estímulo no 
ligado a receptores tirosina quinasa (Tesis Carlota A. García-Domínguez). Dadas las 
similitudes funcionales y estructurales que existen entre las distintas familias de 
proteínas Sprouty y Spred, nos planteamos analizar que efectos tendrían tanto 
Spred1, como Spred2, en la activación de ERK inducida por PGA1. 
 Para ver esto, utilizamos células HeLa y evaluamos la fosforilación de ERK1 en 
presencia de Sprouty2, Spred1 y Spred2. Los resultados, (Figura 13), muestran que 
tanto Spred1, como Spred2 se comportan igual que Sprouty2 e inhiben la fosforilación 
de ERK inducida por PGA1. Además, en este ensayo se utilizó un doble mutante, 
Sprouty2 P59A P304A, que no une Grb2 y que se comporta igual que la proteína 
salvaje, sugiriendo por tanto, que el mecanismo inhibitorio de Sprouty2 en la activación 
de ERK1 inducida por PGA1 es independiente de la unión de Sprouty2 a Grb2. 





















Para corroborar estos resultados, hemos evaluado la activación inducida por PGA1 del 
factor de transcripción Elk-1, una diana de ERK. Como se muestra en la Figura 14, 




Figura13: Las proteínas Spred inhiben la activación de ERK inducida por PGA1. Células HeLa fueron 
co-transfectadas transitoriamente con los plásmidos pCEFL-KZ-HA-ERK1 y con pCEFL-KZ-AU5 (vector), 
pCEFL-KZ-AU5-Sprouty2, pCEFL-KZ-AU5-Sprouty2 P59AP304A, pCEFL-KZ-AU5-Spred1 y pCEFL-KZ-
AU5-Spred2 respectivamente. 24h post-transfección, las células se dejaron en medio sin suero durante 
18h y luego se incubaron (+) o no (-) durante 15 minutos con EGF y PGA1. Un décimo  de los lisados 
celulares totales se utilizaron para detectar las proteínas AU5-Sprouty2, AU5-Spred1 y AU5-Spred2, cuyos 
resultados se muestran en los paneles inferiores (Extractos). El resto de los extractos se 
inmunoprecipitaron siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos y se utilizaron para ver los 
niveles de p-ERK y ERK totales. La fosforilación de p-ERK se cuantificó  normalizando respecto a la 
cantidad de HA-ERK1 inmunoprecipitado, sobre las condiciones basales en presencia de vector en cada 
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Las proteínas Sprouty/Spred han sido identificadas como reguladores de la 
activación de ERK mediada por receptores tirosina–quinasa, en respuesta a diferentes 
estímulos mitogénicos como EGF o FGF. Ambas familias de proteínas regulan 
negativamente la migración y proliferación (Bundschu et al., 2007; Cabrita and 
Christofori, 2008). Hasta ahora los efectos de las proteínas Spred parecen estar 
focalizados en la vía de ERK, ya que no se han observado efectos sobre otras MAP 
quinasas, como p38 o JNK (King et al., 2005) y es la primera vez que se demuestran 
los efectos de las proteínas Spred sobre la activación de ERK en respuesta a PGA1. 
Con respecto al mecanismo de acción de estas proteínas, se ha visto que las 
proteínas Spred se asocian constitutivamente a Ras, pero esto no impide ni su 
activación, ni la traslocación a la membrana de Raf, por lo que la diana de acción 









































































































































































































































































































































































































































































Figura 14: Spred1 y Spred2 inhiben la activación transcripcional de Elk-1 inducida por PGA1. 
Células HeLa fueron co-transfectadas transitoriamente con los plásmidos  pCEFL-KZ-AU5 (vector), 
AU5- Spred1, AU5-Spred2 o AU5-Sprouty2, además de los plásmidos necesarios para evaluar la 
actividad transcripcional de Elk-1 por ensayos luciferasa (ver Materiales y Métodos). 24 horas post-
transfección las células se dejaron en ayuno durante 18 horas y tras este tiempo, se incubaron (+) 
o no (-)  con vehículo (-), 100ng/ml EGF, 50ng/ml FGF o 10mM  PGA1 durante 8 horas. Los valores 
representan los datos normalizados respecto al vector en ayuno. Estos histogramas son 
representativos de tres ensayos independientes realizados por triplicado (* los resultados se 
normalizaron respecto a las condiciones basales en presencia de vector en cada caso). 
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sobreexpresión de estas proteínas tiene dos efectos; por un lado aumenta el tiempo 
que Raf queda retenido en la membrana y disminuye la fosforilación activadora de Raf 
(serina 338) (Wakioka et al., 2001) y por otro lado, también se ha propuesto que las 
proteínas Spred inhiben la activación de ERK, interfiriendo en la activación de Ras 
(King et al., 2005). Con respecto a las proteínas Sprouty, hemos visto que la 
sobreexpresión de Sprouty2 no reduce la activación de K-Ras ni tras la estimulación 
con FGF, ni con PGA1, con lo cual, pensamos que Sprouty2 inhibe la activación de 
ERK a un nivel inferior a Ras, probablemente interfiriendo en la activación de Raf 
(Garcia-Dominguez et al., 2011). 
Basándonos en estos precedentes, realizamos un experimento para comprobar si, 
tanto las proteínas Spred como Sprouty2, tenían algún efecto sobre la fosforilación 
activadora de Raf (serina 338), bajo la estimulación tanto con factores de crecimiento 
















Figura 15: Spred1 y Spred2 no tienen ningún efecto sobre la fosforilación activadora de Raf. 
Células HeLa fueron co-transfectadas transitoriamente con los plásmidos para vector, Spred1, Spred2 o 
Sprouty2 y myc-C-Raf. 24h post-transfección, las células se dejaron en medio sin suero durante 18h y 
luego se incubaron (+) o no (-) durante 15 minutos con EGF y PGA1. Un décimo de los extractos celulares 
se utilizaron para detectar las proteínas AU5-Sprouty2, AU5-Spred1 y AU5-Spred2 y c-Raf, cuyos 
resultados se muestran en los paneles inferiores (Extractos). El resto de los extractos se 
inmunoprecipitaron siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos y se utilizaron para ver 
los niveles de p- C-Raf 
338
 y C-Raf totales. La figura corresponde a un experimento representativo de tres 
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Como se puede observar en la Figura 15, ni Sprouty2, ni Spred, tuvieron ningún efecto 
sobre la fosforilación activadora de Raf, ni bajo condiciones de estimulación con EGF,  
ni con PGA1. Esto nos hace suponer que ambas proteínas podrían estar actuando en 
la vía, en un nivel posterior a la activación de Raf. 
 
2  ANÁLISIS DE SPROUTY2 COMO POSIBLE DIANA DE p38MAPK 
 
Las proteínas p38MAPK son un grupo de quinasas que se activan por diferentes 
factores tales como, citoquinas inflamatorias (IL-1,TNF- ), factores de crecimiento 
(TGF- , FGF), condiciones de estrés (luz ultravioleta, etc) o especies reactivas de 
oxígeno (ROS) (Wagner and Nebreda, 2009). Numerosos estudios se han centrado en 
el papel que tiene esta proteína en los procesos inflamatorios: regular la inducción de 
COX2 (Bachelor and Bowden, 2004; Xu and Shu, 2007); modular la producción de 
distintas citoquinas como TNF , IL-1 o IL-6 (Kumar et al., 2003) mediante el control de 
factores de transcripción, como NF- B (Karin, 2006) o a nivel post-transcripcional, 
regulando la estabilidad del ARNm y su traducción a proteínas (Clark et al., 2003).  
En el apartado anterior,  hemos visto que Sprouty2 inhibe la activación de ERK en 
respuesta a distintos estímulos, algunos de ellos producidos en condiciones 
inflamatorias, como las prostaglandinas ciclopentenonas. Por otro lado resultados 
previos del laboratorio, demostraron que la sobreexpresión de Sprouty2 era capaz de 
activar el factor transcripcional NF- B, en cuya regulación se ha descrito que 
interviene  p38 MAPK   (Tesis Carlota A. García Domínguez)
Sprouty2 es fosforilado, en respuesta a la estimulación con distintos factores de 
crecimiento, en residuos de tirosina (Fong et al., 2003; Hall et al., 2003; Rubin et al., 
2003). También puede ser fosforilado en residuos de treonina por la quinasa DYRK1A 
tras la estimulación con FGF (Aranda et al., 2008).  De igual modo, se ha visto que los 
niveles de Sprouty2 están sujetos a una regulación post-traduccional, que implica la 
fosforilación en distintos residuos de serina de las posiciones 112 y 121 mediada por la 
quinasa Mnk1 (DaSilva et al.,  2006). 
 Ya que sabemos que Mnk1 es regulada directamente por ERK y por p38MAPK, 
planteamos la posibilidad de que p38 MAPK podía fosforilar directamente a  Sprouty2. 
Para ello realizamos ensayos in vitro quinasa en los que, activando p38 MAPK mediante 
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luz ultravioleta o MKK6, que es una MAPKK que activa directamente a p38 MAPK , en 
presencia o ausencia de el inhibidor SB203580 (específico de p38 / ), 


















Los resultados obtenidos en este experimento (Figura 16), muestran que Sprouty2 se 
fosforila in vitro en presencia de p38 MAPK, tanto si está activada por luz UV, o por 
MKK6, lo cual nos estaría indicando, que  esta fosforilación tenga lugar es dependiente 
de la activación específica de p38 MAPK. Además para apoyar ésto, vemos que en 
presencia del inhibidor químico específico de p38 MAPK, SB203580, la fosforilación de 
Sprouty2 disminuye de manera notable. 
Figura 16: Sprouty2 se fosforila in vitro por acción de p38
MAPK. Células COS1 fueron 
transitoriamente transfectadas con pCEFL-KZ-HA-p38
MAPK
, pCEFL-KZ-HA- Sprouty2 o ambos. Las 
células se pusieron en ayuno 2 horas antes de la estimulación con luz UV o co-transfectadas con GST-
MKK6, para activar p38
MAPK. Las células fueron tratadas o no durante 1 hora con 10 M del inhibidor 
específico de p38
MAPK
 (SB203580). Tras este tiempo las células fueron lisadas y los extractos se 
inmunoprecipitaron con anti-HA. Los inmunoprecipitados se usaron para realizar un ensayo in vitro 
quinasa. Aproximadamente un décimo del lisado celular se usó para ver los niveles de HA- p38
MAPK
, HA-
Sprouty2 o GSTMKK6. La cuantificación del nivel de fosforilación se realizó con Phosphorimager; 
normalizando los valores, en cada caso, respecto a los obtenidos con el correspondiente sustrato con 
p38
MAPK 

































Nivel de fosforilación 1        10,5     0,7    8,8      10,7    11,6      0,2    0,1    0,4    0,2
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La proteína p38 MAPK posee en su estructura una secuencia conservada en todas las 
isoformas, TGY, que está localizada en el sitio de unión al ATP de la quinasa. Diversos  
trabajos han demostrado que la treonina de esta secuencia, que se encuentra en 
posición 106, juega un papel relevante en la sensibilidad a determinados inhibidores 
químicos (Alonso et al., 2000; Enslen et al., 1998). Otra forma de comprobar si esta 
fosforilación que veíamos en Sprouty2 se debía a la acción específica de p38 MAPK, 
fue usar un mutante de la quinasa en el que se cambiaba el  aminoácido en la posición 
106, treonina por metionina. Este cambio no afecta a las propiedades de la quinasa, 
pero confiere a la proteína resistencia frente al inhibidor SB203580. Como se muestra 
en la Figura 17, la fosforilación de Sprouty2 por este mutante de p38 MAPK sigue 
siendo evidente, tanto en presencia de MKK6, como de luz UV y como era de esperar, 















Además de las serinas fosforiladas por Mnk1 (DaSilva et al., 2006), pensamos que 
otras serinas podrían estar siendo fosforiladas por p38 MAPK y para comprobarlo 
realizamos una serie de construcciones de distintas regiones de Sprouty2 (Figura 18A) 
Figura 17 : Sprouty2 se fosforila in vitro por el mutante p38 
T106M.  
Células COS1 se transfectaron con 
pCEFL-KZ-HA-p38
T106M
, pCEFL-KZ-HA-Sprouty 2 o ambas. El ensayo se realizó de la misma manera 
que se ha indicado en la figura 16. La cuantificación del nivel de fosforilación se realizó con 
Phosphorimager, normalizando los valores en cada caso, respecto a los obtenidos con el respectivo 
sustrato,  con p38
T106M 




































1      10,2       1       8,2     12,1    12,4    11,3   11,2 11,4   11,3
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con las que diseñamos nuevamente, ensayos de fosforilación in vitro. Como se puede 
apreciar en la figura 18B, la deleción de los primeros 114 aminoácidos de Sprouty2 es 

















Una vez que identificamos la zona de Sprouty2 donde podían encontrarse los residuos 
fosforilados por p38 MAPK, comenzamos a hacer una serie de mutantes de deleción 
para las serinas que había en esta región. Una vez generados, se fusionaron a GST 






fosforila a Sprouty2 en los primeros 114 aminoácidos. A) Diagrama de las distintas 
construcciones utilizadas de Sprouty2.  B) Se transfectaron células COS1 con las construcciones GST-
MKK6 y pCEFL-KZ-HA-p38
MAPK
. 24 horas post- transfección se lisaron las células y este lisado fue 
inmunoprecipitado con anticuerpo  -HA. Las construcciones empleadas, fueron expresados como proteínas 
de fusión con GST en  E.coli y posteriormente usadas como sustrato en la realización de ensayos in vitro 
quinasa (detallado en el apartado de Materiales y Métodos). La figura corresponde a un experimento 


























































 Con estos mutantes realizamos un ensayo in vitro quinasa, empleando dichos 
mutantes  como sustrato, en el cual, pudimos comprobar que la fosforilación de 
Sprouty2 desaparece drásticamente a partir de la deleción de la serina 108, pues los 































Figura 19: Diagrama de los distintos mutantes de deleción de Sprouty2 empleados. 
 
Figura 20: Identificación, por mutantes puntuales, de la región de Sprouty2 fosforilada por 
p38
MAPK
. Se transfectaron células COS1 con las construcciones GST-MKK6 y pCEFL-KZ-HA- p38
MAPK
. 
24 horas post- transfección se lisaron las células y este lisado fue inmunoprecipitado con anticuerpo  -
HA. Los mutantes empleados, fueron expresados como proteínas de fusión con GST en  E.coli y 
posteriormente usados como sustrato en la realización de ensayos in vitro quinasa (detallado en el 
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Para corroborar cual de estos residuos se fosforilaba por p38 MAPK se generaron 
mutantes puntuales de la región amino terminal de Sprouty2. Estos mutantes se 
hicieron sustituyendo, el aminoácido serina por alanina. Se fusionaron a GST para su 
expresión en E. coli y tras posterior purificación, se emplearon como sustratos de  
p38 MAPK  en un ensayo de fosforilación in vitro. 
Como se puede observar en la Figura 21, la mutación de la serina 108 parece no 
afectar para nada a la fosforilación de Sprouty2. Sin embargo, ésta se ve  disminuida 















Por otro lado estos mismos mutantes se emplearon como sustrato de p38 MAPK en un 
ensayo in vitro quinasa en un contexto de proteína Sprouty2 completa. En este caso, 
el ensayo se realizó con las proteínas Sprouty2 inmunoprecipitadas (Figura 22) 
observando que, aunque hay disminución de la fosforilación en el mutante Sprouty2 
S110A, y algo más en el doble mutante Sprouty2 S108A-S110A, la reducción más 
acusada se produce con Sprouty2 S112A. Estos datos parecen indicar que es la 
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Figura 21: La serinas 110 y 112 de Sprouty2 son fosforiladas in vitro por p38
MAPK
. Células Cos1 fueron 
transitoriamente transfectadas con las construcciones GST-MKK6 y pCEFL-KZ-HA-p38. 24 horas post- 
transfección se lisaron las células y este lisado fue inmunoprecipitado con anticuerpo  -HA. Los mutantes de 
deleción empleados, fueron expresados como proteínas de fusión con GST en  E.coli y posteriormente 
usadas como sustrato en la realización de ensayos in vitro quinasa (detallado en el apartado de Materiales y 
Métodos). La figura corresponde a un experimento representativo de otros tres de resultados similares. 
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serina en posición 112, el residuo objeto de fosforilación. La notable reducción de la 
fosforilación en las construcciones mutantes Sprouty2 S110A y Sprouty2 S108A-
S110A nos induce a pensar que dichos residuos serían necesarios para que la 

















Los datos publicados hasta la fecha, afirmaban que las serinas de las posiciones 112 y 
121 eran fosforiladas por la quinasa Mnk1 (DaSilva et al., 2006). Dado que nuestros 
resultados nos indicaban que el residuo diana de la fosforilación por acción de la 
activación de p38 MAPK era la serina de la posición 112, quisimos comprobar, en 
nuestras manos, como se fosforilaban además del mutante Sprouty2 Nter S112A, y el 
mutante Sprouty2 Nter S121A, el doble mutante Sprouty2 Nter S112A-S121A. Para 
ello, diseñamos ensayos de fosforilación in vitro, en los que además de usar las 
construcciones antes mencionadas, utilizamos también dos fragmentos de Sprouty2 
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Figura 22: La serina 112 de Sprouty2 es fosforilada in vitro por p38
MAPK
. Células Cos1 fueron 
transitoriamente cotransfectadas con mutantes puntuales de AU5-Sprouty2 en las serinas  S108A, 
S110A, S112A, el doble mutante S108A-S110A  y pCEFL-KZ-HA-p38
MAPK
, en presencia o no de GST-
MKK6. 24 horas post-transfección se lisaron las células y estos lisados fueron inmunotrecipitados con los 
anticuerpos -AU5 y -HA y usados posteriormente en un ensayo in vitro quinasa. En ambos casos, las 
figuras corresponden a un experimento representativo de otros tres de resultados similares. 
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que comprendían los aminoácidos 50-119, tanto en su versión salvaje, como con la 
serina de la posición 112 mutada a alanina (Figura 23). Podemos observar cómo 
mientras la construcción GST-Sprouty2 50-119 parece fosforilarse correctamente, la 
versión mutada en la serina 112 es suficiente para abolir totalmente dicha fosforilación. 
Nuevamente podemos ver que el mutante GST-Sprouty2 Nter S112A no se fosforila. 
En contra de lo que cabría esperar, no observamos reducción de la fosforilación en el 
mutante GST-Sprouty Nter S121A y si lo vemos en el doble mutante GST-Sprouty2 

















Para corroborar que es la serina de la posición 112 el residuo fosforilable por 
p38 MAPK, diseñamos un experimento de fosforilación in vivo, en el que pudimos 
confirmar una vez más, que el cambio de la serina en posición 112 por alanina, da 
Figura 23: Sólo la  serina 112 de Sprouty2 es fosforilada por acción de p38
MAPK
. Se transfectaron 
células 293T con la construcción y pCEFL-KZ-HA-p38
MAPK  en presencia o no de GST-MKK6. 24 horas 
post- transfección se lisaron las células y este lisado fue inmunoprecipitado con anticuerpo anti -HA. Los 
mutantes puntuales empleados, fueron expresados como proteínas  fusionadas a GST, en bacterias E.coli y 
posteriormente usadas como sustrato en la realización de ensayos in vitro quinasa (detallado en el apartado 
de Materiales y Métodos).  
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lugar a una proteína que no se fosforila por acción de la activación de p38 MAPK  















Los resultados obtenidos hasta el momento, parecían indicar que era el residuo de la 
posición 112 y no el de la 121, la serina diana de dicha fosforilación al menos por 
p38 MAPK. Con el fin de averiguar si esta fosforilación era realizada directamente por 
p38 MAPK, realizamos ensayos de fosforilación in vitro, pero esta vez empleamos 
proteína p38 MAPK  purificada de bacteria y lo hicimos a distintas dosis. Empleamos 
como sustrato las proteínas expresadas en bacterias, GST-Sprouty2 59-119 wt y GST- 
Sprouty2 59-119 S112A (Figura 25B), Como se puede observar en la Figura 25A, el 
mutante de Sprouty2 59-119 S112A no se fosforila, al contrario de lo que se puede 
apreciar con la construcción de Sprouty2 59-119. Estos datos también son apreciables 
en la cuantificación realizada (Figura 25C). 
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Figura 24: Fosforilación in vivo de Sprouty2 por p38
MAPK
. Se transfectaron células 293T con las 
construcciones pCEFL-KZ-HA-p38
MAPK
, pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 y pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 S112A            
respectivamente, en presencia (+) o no (-) de GST-MKK6 y se llevó a cabo un ensayo de fosforilación in 
vivo siguiendo el procedimiento descrito en “Materiales y Métodos”. 
 
 





















Los resultados obtenidos mediante la realización de ensayos tanto in vitro como in 
vivo, parecen indicar que la serina de la posición 112 de Sprouty2 es fosforilada 
directamente por p38 MAPK. No obstante, esta serina no forma parte del sitio consenso 
clásico descrito para p38 MAPK  y otras MAP quinasas (Pouyssegur et al., 2002). Por 
todo esto, nos planteamos la posibilidad de que otro tipo de serina-treonina quinasas 
puedan estar fosforilando esa región, como lo hace p38 MAPK. 
 
Figura 25: Fosforilación in vitro de Sprouty2 por p38
MAPK
 A) Las proteínas indicadas se utilizaron 
como sustrato de la proteína purificada en bacterias E.coli GST-p38
MAPK a distintas concentraciones 
(70ng, 200ng y 500ng). B) Ponceau que muestra las  proteínas fusionadas a GST y expresadas en 
bacterias E.coli.que se usaron como sustrato a una concentración de 1 g por punto en el ensayo.  La 
realización del ensayo de fosforilación in vitro se realizó siguiendo el proceso detallado en “Materiales y 
Métodos”. C) La cuantificación del proceso se hizo empleando el Phosphorimager; normalizando los 
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3  ANÁLISIS DE SPROUTY2 COMO POSIBLE DIANA DE 
OTRAS  SERINA-TREONINA QUINASAS 
 En la búsqueda de otras quinasas que pudieran estar actuando sobre 
Sprouty2, comprobamos que la serina de la posición 112, forma parte de una de las 
tres secuencias consenso de fosforilación para la serina treonina quinasa PKC  
(PKD), que existen en Sprouty2. PKD es una quinasa perteneciente a la familia de las 
PKC noveles, cuya activación es independiente de calcio, pero dependiente de ésteres 
de forbol y diacilglicerol (Mellor and Parker, 1998; Newton, 1997; Toker, 1998). PKD 
fosforila a sus sustratos en serina cuando ésta forma parte de la secuencia " LXXXXS 
" (Blom et al., 1999). En el caso de Sprouty2, dichas secuencias son "LSRSIS112", 
“LGSSFS141” y “LFYHCS230”. En primer lugar comprobamos si Sprouty2 y PKD se 
encontraban localizadas en el mismo compartimento celular. Para ello, realizamos 
ensayos de inmunofluorescencia. Como se muestra en la Figura 26, existe 













 Figura 26: Sprouty2 colocaliza con PKD wt. Co-inmunofluorescencias de Sprouty 2 wt y PKD wt 
sobreexpresadas en células 293T. La proteína Sprouty2 wt aparece en verde y los núcleos se tiñeron de 
DAPI (azul) y la proteína PKD wt aparece en rojo. Los paneles A), B) y C) muestran distintos perfiles de 
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Una vez comprobado que su localización celular es la misma, analizamos la posible 
interacción física de estas dos proteínas mediante ensayos de coinmunoprecipitación. 
En ellos llevamos en paralelo a Sprouty2, el mutante Sprouty2 Y55F dominante 
negativo, (Sasaki et al., 2001), y el mutante Sprouty2 S112A, que tiene alterado un 
posible sitio de fosforilación por PKD. Pudimos observar que las tres formas de 















Nuestro siguiente objetivo fue realizar una serie de ensayos de fosforilación  in vitro en 
los que, se empleó una forma constitutivamente activa de PKD, así como un mutante 
inactivo de PKD. Los resultados obtenidos muestran que PKD constitutivamente activa 




Figura 27:  Sprouty2 se une a PKD.  Células 293T fueron transfectadas con  GFP-PKD, vector 
(pCEFL-KZ-HA), pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 wt, pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 Y55F y pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 
S112A y se realizaron ensayos de coinmunoprecipitación siguiendo el procedimiento detallado en 
"Materiales y Métodos" Esta figura corresponde a un experimento representativo de otros tres de 
























































































































A la vista de los resultados anteriores, comprobamos si el residuo en posición 112, que 
previamente hemos mostrado que es el sitio de fosforilación por p38 MAPK y que 
además, pertenece a una de las tres secuencias consenso de fosforilación por PKD 
que tiene Sprouty2, era diana de PKD. Para ello realizamos un ensayo de fosforilación 
in vitro. Como se muestra en la Figura 29, la mutación de la serina 112 impide 
completamente la fosforilación de Sprouty2 por PKD. Para identificar la región de 
Sprouty2 implicada en la interacción con PKD, realizamos ensayos de 
coinmunoprecipitación, empleando las construcciones de la región amino (aminoácido 
1-177) y carboxilo (aminoácido 177-323) de Sprouty2. Los resultados muestran que la 
interacción ocurre a través de la región carboxilo terminal de Sprouty2 (Figura 30). 
 
Figura 28: PKD fosforila in vitro a Sprouty2. Células 293T fueron transitoriamente cotransfectadas 
con GFP-PKD constitutivamente activa o GFP-PKD mutante inactivo (KD), vector y pCEFL-KZ-AU5-
Sprouty2 respectivamente. 24 horas post-transfección se lisaron las células y estos lisados fueron 
inmunoprecipitados con los anticuerpos anti  -GFP y anti - AU5 y usados posteriormente en un 
ensayo de fosforilación in vitro. Est figura corresponde a un experimento representativo de otros tres, 










































































































































Figura 29: PKD fosforila in vitro a Sprouty2  en la serina 112. Se transfectaron células 293T con 
las construcciones GFP-PKD, pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 wt y pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 S112A 
respectivamente y se llevó a cabo un ensayo de fosforilación in vitro siguiendo el procedimiento 
descrito en “Materiales y Métodos”. 
 
Figura 30: Sprouty2 se une a PKD por su región carboxilo terminal.  Células 293T fueron 
transfectadas con  GFP-PKD, pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 wt, pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 NTerminal y pCEFL-
KZ-HA-Sprouty2 CTerminal y  se realizaron ensayos de coinmunoprecipitación siguiendo el procedimiento 
detallado en "Materiales y Métodos". La figura corresponde a un experimento representativo de otros tres 


















































































































































































































































































































RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 79 
Para identificar que regiones de PKD interaccionan con Sprouty2, se realizaron 
ensayos de unión in vitro, en los que utilizamos diferentes construcciones truncadas de 
PKD: un mutante que contiene sólo la región quinasa (PKD dominio quinasa), un 
mutante de deleción del dominio PH (PKD PH), un mutante de deleción de las 
regiones CRD (PKD CRD), un mutante de deleción para el dominio quinasa (PKD 
quinasa) y un mutante en el que se han eliminado el aminoácido 1 al 321 (PKD 1-


















A partir de los resultados obtenidos y que se muestran en la Figura 31, no podemos 
identificar una única región de unión de PKD con Sprouty2. Los mutantes que 
muestran una menor interacción con Sprouty2 son PKD 1-321 y PKD Dominio 
Figura 31: Unión de Sprouty2 a distintas regiones de PKD. Células 293T fueron transfectadas con  
GFP-PKD wt, GFP-PKD PH, GFP-PKD CRD, PKD-Dominio Quinasa, HA-PKD Quinasa y HA-PKD 
1-321 y se incubaron con GST y GST-Sprouty2 respectivamente siguiendo el procedimiento detallado 
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quinasa. Esto parece indicar que son las regiones amino terminal y el dominio quinasa 
de PKD, las implicadas en la unión.  
Para confirmar los datos obtenidos anteriormente, realizamos ensayos de co-
localización con los mutantes de PKD que habían mostrado una menor interacción con 
Sprouty2 en el experimento anterior; PKD 1-321 (Figura 32) y PKD Dominio quinasa 





















Figura 32. Sprouty2 no colocaliza con PKD 1-321. Co-inmunofluorescencias de Sprouty2 wt y PKD 
1-321 sobreexpresados en células 293T. La proteína Sprouty2 wt aparece en verde y los núcleos se 
tiñeron de DAPI (azul) y la proteína PKD 1-321  aparece en rojo. Los paneles A), B) y C) muestran 
distintos perfiles de localización. La inmunofluorescencia se realizó siguiendo el proceso detallado en 
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Como podía esperarse, el mutante PKD 1-321 no colocaliza in vivo con Sprouty2, sin 
embargo el mutante PKD Kinasa, que no se une in vitro a Sprouty2, si parece tener 
una misma localización subcelular. Una posible explicación para esto es que la 
deleción de este dominio dirija a la proteína mutante hacia otra localización en la célula  
o que interaccione con alguna otra proteína que la reclute a una localización distinta de 





Figura 33:  Sprouty2  colocaliza con PKD Dominio quinasa. Co-inmunofluorescencias de Sprouty2 
wt y PKD Dominio quinasa sobreexpresadas en células 293T. La proteína Sprouty2 wt aparece en 
verde y los núcleos se tiñeron de DAPI (azul) y la proteína PKD Dominio quinasa  aparece en rojo. La 
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Dadas las similitudes, tanto a nivel funcional como estructural, de la familia de 
proteínas Sprouty/Spred, observamos que Spred1 posee dos sitios consenso de 
fosforilación por PKD; “LKIKKS323” y “LYHCMS381”; y Spred2 tiene una única secuencia 
de fosforilación; “LYHCMS355”. Decidimos estudiar si existía una interacción de las 
















Los resultados obtenidos muestran que tanto Spred1, como Spred2, se unen a PKD 
así que, siguiendo la misma línea experimental propuesta para Sprouty2, intentamos 
averiguar que región de PKD podría estar interaccionando con las proteínas Spred, 
mediante ensayos de coinmunopreciptación mostrados en la Figura 35. Estos ensayos 
fueron realizados con los mutantes de PKD que habían mostrado una menor 
interacción con Sprouty2. 
Figura 34: Spred1 y Spred2 se unen a PKD.  Células 293T fueron transfectadas con  GFP-PKD, 
pCEFL-KZ-AU5-Sprouty2 wt, pCEFL-KZ-AU5-Spred1 y pCEFL-KZ-AU5-Spred2 y se realizaron ensayos 
de coinmunoprecipitación siguiendo el procedimiento detallado en "Materiales y Métodos. Los* indican las 
bandas correspondientes a cada proteína. La figura corresponde a un experimento representativo de 






























































































































































































Como se muestra en la figura, las proteínas Spred se unen a los mutantes PKD 1-
321 y PKD Dominio quinasa, que eran los mutantes que mostraban una menor 
interacción con Sprouty2.  
Con los resultados obtenidos no podemos identificar una región concreta de unión de 
PKD a las proteínas Sprouty2 o Spred1 y Spred2 quizás, debido a que en dicha 
interacción puedan estar interviniendo más de una región de PKD. No obstante, 
hemos identificado  que es la región carboxilo terminal de Sprouty2 la que está 
implicada en la interacción con PKD y aunque no hay datos que lo confirmen, puediera 
ser, que dado que las proteínas Spred tienen un dominio homólogo a el dominio 
carboxilo terminal de Sprouty2, fuese también este dominio el responsable de la 
interacción  de las proteínas Spred con PKD. 
Figura 35: Unión de Sprouty2 a distintas regiones de PKD. Células 293T fueron transfectadas con 
pCEFL-KZ- AU5-Spred1, pCEFL-KZ-AU5-Spred2, GFP-PKD wt, HA-PKD Quinasa y HA-PKD 1-321 y 
se realizaron ensayos de coinmunoprecipitación siguiendo el procedimiento detallado en "Materiales y 
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4 ESTUDIO DEL PAPEL DE SPROUTY2 SOBRE LAS 
UNIONES ADHERENTES EN LAS CÉLULAS EPITELIALES 
 
Los datos que hay publicados muestran que, la expresión de Sprouty2 en 
algunos tipos de cáncer depende del tipo de tumor. Así, su expresión se encuentra 
disminuída en tumores de mama, próstata e hígado y en linfomas B difusos, sugiriendo 
de esta manera un papel como supresor tumoral (Kwabi-Addo et al., 2004; Sanchez et 
al., 2008). Por el contrario,  en algunos tumores de colon y tumores gástricos, la 
expresión de Sprouty2 está aumentada (Lo et al., 2006). Esto también se produce en 
una línea celular derivada de adenocarcinoma de colon, SW480, que  a su vez se  
divide en dos subpoblaciones (Palmer et al., 2004): SW480-ADH, que presentan un 
fenotipo más epitelial y tienen receptor de vitamina D (VDR) y SW480-R que tienen 
una morfología más redondeada, no tienen VDR y son altamente tumorogénicas. 
Ambas subpoblaciones presentan elevados niveles de Sprouty2, sobre todo las 
SW480-R. Además en un trabajo realizado en colaboración entre nuestro laboratorio 
con el grupo del Dr. Alberto Muñoz (IIB, CSIC, Madrid), se demostró que en la línea 
celular SW480-ADH, la sobreexpresión de Sprouty2 wt, como de  Sprouty2 Y55F, 
disminuía los niveles de E-cadherina generando un fenotipo celular más mesenquimal 
y con menor respuesta a vitamina D (Barbachano et al., 2010) y (Tesis de A. 
Barbachano).  
E-cadherina está implicada en la formación de uniones adherentes. La 
estabilidad de E-cadherina está regulada por su interacción con determinadas 
proteínas.  p120-catenina se une a la E-cadherina e impide que esta se degrade y de 
esta forma contribuye a su estabilización en la membrana. Otra proteína responsable 
de la estabilidad de la E-cadherina es PKD. Esta proteína fosforila a E-cadherina 
contribuyendo así a su estabilización en la membrana (Jaggi et al., 2005).  
En resultados anteriores, hemos mostrado que PKD se une y fosforila a 
Sprouty2 en la serina 112. Esto nos  hizo plantearnos la posibilidad de que Sprouty2, 
podría estar interfiriendo en la afinidad por E-cadherina de otras de las proteínas 
responsables de su estabilidad y de esta forma estar alterándola. Mediante ensayos 
de unión in vitro vimos que, tanto Sprouty2 wt como el mutante Sprouty2 Y55F o el 
mutante Sprouty2 S112A, se unían a E- cadherina. (Figura 36). 
 

















Nuevamente realizamos ensayos de unión in vitro para analizar la afinidad p120-
catenina de Sprouty2 swt y de otros mutantes, (Sprouty2 Y55F, Sprouty2 S112A), 
comprobando que tanto la forma salvaje como Sprouty2 Y55F se unían a p120-
catenina y sin embargo, el mutante Sprouty2 S112A no se unía (Figura 37). 
Dadas las similitudes, tanto a nivel funcional como estructural, de las familias de 
proteínas Sprouty/Spred realizamos ensayos de co-inmunoprecipitación con las 
proteínas Spred  y p120-catenina  detectando que,  aparentemente, solo Spred2  se 
une a p120-catenina (Figura 38). Una posible explicación a este resultado puede ser 
que la región de Spred2 implicada en la unión  a p120-catenina sea la región amino 
terminal, ya que es la que menor homología guarda entre las isoformas lo cual, 
explicaría el diferente comportamiento entre Spred1 y Spred2. 
 
Figura 36. Sprouty2 wt, Sprouty2 Y55F y Sprouty2 S112A se unen a E-Cadherina. Células 293T se 
transfectaron con pCEFL-KZ-HA-Sprouty2, pCEFL-KZ-HA-Sprouty2 Y55F y con pCEFL-KZ-HA-
Sprouty2 S112A respectivamente y se incubaron frente a  GST y GST-Cyto-E-cadherina  
respectivamente siguiendo el proceso detallado en "Materiales y Métodos". Se muestra un experimento 

















































































































































































































































































































Figura 37. Sprouty2 wt y Sprouty2 Y55F se unen a p120-catenina  pero no lo hace Sprouty2 
S112A. Células 293T se transfectaron con pCEFL-KZ-HA-Sprouty2, pCEFL-KZ-HA-SproutyY55F y con 
pCEFL-KZ-HA-SproutyS112A respectivamente y  se incubaron frente a  GST y GST-p120ctn102-end  
siguiendo el proceso detallado en "Materiales y Métodos". Se muestra un experimiento representativo 






































































Figura 38. Spred2 se une a p120-catenina. Células 293T se co-transfectaron con GST-p120ctn102-
end, vector y con pCEFL-KZ-AU5-Spred1 y pCEFL-KZ-AU5-Spred2 respectivamente y se realizaron 
ensayos de co-inmunoprecipitación siguiendo el procedimiento descrito en "Materiales y Métodos".  Se 
muestra un experimento reprresentativo de otros tres, con similares resultados. 
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La estabilidad de la E-cadherina, depende de su unión a otras proteínas como 
la β-catenina, α-catenina o p120-catenina. Además la fosforilación por otra proteína, 
PKD, también ayuda a su estabilización. Hemos visto que Sprouty2 interacciona con 
p120-catenina. La hipótesis que nos planteamos es que Sprouty2 al estar 
interaccionando con p120-catenina, competiría con E-cadherina, lo cual la 
desestabilizaría y provocaría una disminución de las uniones adherentes entre las 
células, teniendo estas un fenotipo más mesenquimal, que explicaría los resultados 
obtenidos por la sobreexpresión de Sprouty2 wt en las células SW480 ADH 
(Barbachano et al., 2010). 
Otra interacción que hemos visto es la de Sprouty2 con la serina/treonina 
quinasa PKD, la cual además sabemos que fosforila a esta proteína en la serina 112. 
Nuestro planteamiento es que ambas proteínas, E-cadherina y Sprouty2, se unen a 
PKD, pero la sobreexpresión de Sprouty2 estaría desplazando la actividad quinasa de 
PKD hacia sí mismo, contribuyendo también  a la desestabilización de la E-cadherina y 
a la consiguiente disminución de las uniones adherentes entre las células. 
Curiosamente el mutante Sprouty2 S112A, que no se fosforila por PKD, no 
interacciona (in vitro e in vivo) con p120-catenina. Previamente, y en colarboración con 
el grupo del Dr. Alberto Muñoz (IIB, CSIC, Madrid), se detectó que su sobreexpresión 
en células SW480 ADH inducía, a diferencia de lo que pasa con Sprouty2 wt o 
Sprouty2 Y55F, un fenotipo más epitelial y con mejor respuesta al tratamiento con 
vitamina D que las células SW480 mock (datos no mostrados. Tesis de A. 
Barbachano). Este efecto estaba relacionado con una mayor estabilidad de las 
uniones adherentes, por lo que pensamos que puede ser debido a la incapacidad de 
Sprouty2 S112A de ser fosforilado por PKD y a una menor afinidad con p120-catenina. 
Hemos visto que las proteínas Spred1 y Spred2 se unen a PKD y que en sus 
respectivas secuencias existen sitios consenso de fosforilación por esta quinasa. 
Además hemos comprobado que Spred2 se une a p120-catenina, lo cual puede 
sugerir que Spred2 esté desempeñando un papel similar al de Sprouty2 en cáncer de 
colon. 
Con todos los datos obtenidos anteriormente, nos planteamos si Sprouty2 endógeno 
de la línea celular SW480, derivada de adenocarcinoma de colon, era funcional o tenía 
mutaciones inactivantes. Para ello se purificó el ADN genómico y mediante PCR se 
amplificó el exón 2 de Sprouty2. Encontramos una mutación en la posición 316 de la 
secuencia codificante que producía un cambio de aminoácido en el residuo 106: 
prolina por serina. Esta mutación se encuentra en forma heterocigota en estas células 
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y se ha detectado en otras líneas de cáncer de colon (como las CACO2) y ha sido 
descrita como un polimorfismo por el National Center for Biotecnology Information. 
Subclonamos este mutante en el plásmido pCEFL-KZ-HA y realizamos  tanto 
experimentos como ensayos para medir la activación transcripcional de Gal4-Elk1 y 
analizar el efecto del mutante P106S en la vía de ERK-Elk1. Los datos obtenidos no 
mostraron ninguna diferencia con respecto a Sprouty2 wt (datos no mostrados). Una 
posibilidad, no obstante, es que este mutante pudiera tener un comportamiento 
diferente respecto a la proteína salvaje en la interacción con las proteínas que 
estabilizan E-cadherina: PKD y p120-catenina.  
No sabemos si este mutante es fosforilado por PKD, pero si que hemos 
observado la interacción de ambas proteínas in vivo (datos no mostrados).  
Sorprendentemente no interacciona con p120-catenina (Figura 39), lo cual en un 
principio, nos hace pensar en un cierto “carácter favorable” de este mutante sobre las 
uniones adherentes. En relación con ello, la sobreexpresión ectópica de Sprouty2 
P106S en células SW480 ADH produce, según resultados preliminares, un efecto 
semejante a Sprouty2 S112A; es decir, genera un fenotipo más epitelial que las 













Figura 39. Sprouty2 P106S no se une a p120-catenina. Células 293T se transfectaron con E-cadherina 
o con distintos mutantes de Sprouty2 y se incubaron con GST o GST-p120ctn102-end, siguiendo el 
procedimiento detallado en el apartado de “Materiales y Métodos”. Se muestra un experimento 
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Con objeto de determinar si el polimorfismo de  Sprouty2 P106S podía suponer un 
factor de influencia en cáncer colorrectal, se analizó su transmisión por línea germinal 
en 269 ADNs de individuos afectados frente a 251 controles de individuos sanos de la 
misma distribución de edad, sexo y localización que los pacientes (procedentes todos 
del Instituto del Cáncer de Dinamarca). Aunque aparentemente parecía existir una 
mayor presencia de homocigotos (P106S) en los controles, esta diferencia no tenía 
significación estadística respecto a un mayor o menor riesgo de padecer cáncer de 
colon (ver Tabla I del Anexo). Curiosamente, analizando el ADN de diez pacientes 
procedentes de biopsias de cáncer colorrectal frente al tejido sano en cada caso 
(cedidas por el Dr. Sánchez Prieto, UCLM, Albacete), detectamos que un caso había 
presencia “de novo” de este polimorfismo en la muestra tumoral. 
 
 
5. EFECTO DE SPROUTY2 SOBRE LA SENSIBILIDAD DE LAS 
CÉLULAS DE CÁNCER DE COLON A QUIMIOTERAPIA POR 
AGENTES GENOTÓXICOS  
 
Sprouty2  es capaz de inhibir la apoptosis en respuesta al daño al ADN 
provocado por agentes quimioterapéuticos como el cisplatino (Edwin and Patel, 2008; 
Lito et al., 2009). La apoptosis en respuesta al daño al ADN está controlada por HDM2 
y por el factor de transcripción p53 (Stiewe, 2007). En condiciones fisiológicas, los 
niveles del factor de transcripción p53 se regulan por la ubiquitina ligasa HDM2, la cual 
ubiquitina p53 para su posterior degradación, vía proteasoma. Sin la ubiquitinación de 
p53 por HDM2, p53 se transloca al núcleo e induce la activación transcripcional de 
genes implicados en la parada del ciclo celular, reparación del ADN y apoptosis 
(Vousden and Lu, 2002). En fibroblastos que expresan Ras oncogénico, se ha visto 
que el papel antiapotótico que muestra Sprouty2 está mediado por la ruta 
Akt/HDM2/p53 (Lito et al., 2009). 
Una de las terapias antitumorales usada en diversos tipos de sarcomas, carcinomas 
(pulmón, estómago, ovario…), linfomas y tumores de células germinales es el 
tratamiento con cisplatino, que se engloba dentro de la familia de fármacos 
denominados agentes alquilantes. Este tipo de fármacos provocan su acción citotóxica 
mediante la formación de enlaces covalentes entres sus grupos alquilo y diversas 
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moléculas nucleofílicas presentes en las células. También pueden alquilar el ARN 
(Gonzalez et al., 2001; Trimmer and Essigmann, 1999). 
Nosotros hemos demostrado que p38 MAPK  fosforila a Sprouty2 y por otro lado, en la 
línea celular SW480-ADH, hay una relación inversa entre los niveles de Sprouty2 y E-
cadherina, lo cual contribuye a que las células tengan un fenotipo más mesenquimal 
(Barbachano et al. 2010). Estos datos nos indujeron a ver el efecto que podría tener la 
sobreexpresión de Sprouty2 en esta línea celular respecto al tratamiento con agentes 
alquilantes. Para ello,  estas células fueron tratadas con distintas dosis de cisplatino 














Sorprendentemente y en contra de lo que podía esperarse, observamos que la línea 
estable que sobreexpresa Sprouty2 wt es más sensible a la acción del cisplatino 
(Figura 40). La siguiente cuestión que nos planteamos, fue ver la respuesta a 
cisplatino, así como a otros agentes antitumorales usados comúnmente en 
quimioterapia cuando la expresión de Sprouty2 se suprime. Así que decidimos ampliar 
el estudio al efecto de otros dos fármacos; el 5-fluoruracilo y la doxorrubicina. 
Figura 40. La sobreexpresión de Sprouty2 produce un aumento de la sensibilidad celular al 
tratamiento con cisplatino.  Células SW480 ADH transfectadas establemente con vector (control) o 
AU5-Sprouty2 wt se sembraron 24 horas antes del tratamiento con el cisplatino. Trasncurrido este 
tiempo, se incubaron con distintas dosis de fármaco y se realizaron los ensayos de viabilidad celular, 
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El 5-fluoruracilo pertenece al grupo de antitumorales catalogados como 
antimetabolitos. Es un análogo de pirimidinas y actúa durante la fase S del ciclo 
celular, porque interfieren en la síntesis del ADN y ARN, inhibiendo por un lado la 
timidilato sintetasa y por otro lado, se incorpora al ARN. Se emplea fundamentalmente 
en el tratamiento de carcinomas de recto, mama y colon (Chan and Verrill, 2009; 
Longley et al., 2003; Raftery et al., 2008; Specenier and Vermorken, 2010). 
La doxorrubicina es un antibiótico perteneciente a la familia de las antraciclinas. Como 
mecanismo de acción, destacan su capacidad para intercalarse entre las pares de 
bases adyacentes de ADN. También inhiben la toposisomerasa II,  forman radicales 
libres que pueden afectar al ADN, alteran la membrana e inhiben la fosforilación 
oxidativa de las mitrocondrias. Es un antibiótico ampliamente usado en el tratamiento 
de leucemia, linfoma de Hodgkin, carcinoma de vejiga, colon, mama, estómago 
pulmón, ovario, tiroides, sarcoma de tejido blando o mieloma múltiple (Cummings and 
Smyth, 1993). 
En el siguiente ensayo que realizamos, usamos células SW480 ADH a las que 
suprimimos la expresión de Sprouty2. Para ello usamos lentivirus para transducir 
shRNA contra Sprouty2 humano. Obtuvimos líneas estables y de los diferentes clones 
lentivirales usados, el que mayor reducción causó en los niveles de Sprouty2 fue el 
clon 5 (Barbachano et al., 2010) y es el que empleamos en los siguientes 
experimentos.  Tratamos a las células transducidas, con el shRNA control y shRNA 
Sprouty2, con dosis crecientes de cisplatino, 5-fluoruracilo y doxorrubicina durante 48 
horas, para analizar después el efecto de los distintos fármacos.  
Como se puede observar en la Figura 41, el silenciamiento de Sprouty2 hizo que las 
células fuesen mucho más resistentes a la acción del cisplatino y el 5-fluoruracilo 
(figura 41A y 41C), ya que la viabilidad de las células en las que se había silenciado 
Sprouty2, era mayor que la de las células usadas como control, lo cual coincide con 
los resultados de la Figura 40. Por el contrario, el silenciamiento de Sprouty2 no afecta 
























Estos datos son en principio opuestos a los ya publicados, en los que se mostraba 
como el silenciamiento génico de Sprouty2 era capaz de aumentar la sensibilidad de 
las células a la acción de agentes de daño al ADN, especialmente en fibroblastos 
humanos transformados con Ras oncogénico (Lito et al., 2009). Sabemos que los 
efectos antiapoptóticos de Sprouty2 en respuesta al daño al ADN son mediados por la 
ruta Akt/HDM2/p53, y como las células SW480 ADH poseen p53 mutado, pensamos 
que esto puede ser una posible explicación a que el efecto que vemos, sea diferente al 
que ya está publicado. Por otro lado, los resultados con doxorrubicina pueden estar 
relacionados con los distintos mecanismos de acción de este fármaco, algunos 
independientes del daño al ADN (Cummings and Smyth, 1993) Otra forma descrita de 
activación de p53, en respuesta al daño en el DNA producido por agentes 
quimioterapéuticos, es a través de p38 (Sanchez-Prieto et al., 2000). Como hemos 
Figura 41. El silenciamiento génico de Sprouty2 produce un aumento de la resistencia de las células 
al tratamiento con cisplatino y 5-fluoruracilo, pero no al tratamiento con doxorrubicina. Células 
SW480 ADH  control o que tenían silenciado Sprouty2 wt se sembraron 24 horas antes del tratamiento con 
el cisplatino (A), doxorrubicina (B) y 5-fluoruracilo (C). Transcurrido este tiempo, las células se incubaron 
con distintas dosis de fármaco durante 48 horas y se realizaron los ensayos de viabilidad celular, siguiendo 
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mostrado, Sprouty2 puede ser fosforilado por p38 MAPK   en la serina 112, con lo cual 
nos planteamos la posibilidad de que, en el papel regulador de la apoptosis que 
mostraba Sprouty2 en esta línea celular, estuviera implicada p38 MAPK. El siguiente 
paso en nuestro estudio fue ver qué comportamiento tendrían las células SW480 ADH 
sobreexpresando Sprouty2 Y55F y Sprouty2 S112A respecto a las que sobreexpresan 
Sprouty2 wt, al tratarlos con cisplatino.  Además analizamos la activación de p38 MAPK  
en células que sobreexpresaban tanto la proteína silvestre, como el mutante que no se 
fosforilaba por p38 MAPK. Las células fueron tratadas con dosis crecientes de 
















Como se puede observar, en la Figura 42A, la sobreexpresión del mutante Sprouty2 
Y55F produce el mismo efecto que la proteína silvestre y por tanto, aumenta la 
sensibilidad de las células a la acción del cisplatino. Por el contrario, Sprouty2 S112A, 
produjo un aumento de resistencia de las células al tratamiento con dicho agente 
Figura 42. La sobreexpresión de sprouty2 S112A aumenta la resistencia de las células al 
tratamiento con cisplatino. A) Células SW480 ADH que sobreexpresaban  Sprouty2 wt , Sprouty2 
Y55F o Sprouty2 S112A se sembraron 24 horas antes del tratamiento con cisplatino. Transcurrido este 
tiempo, las células se incubaron con  dosis crecientes de cisplatino durante 48 horas y se realizaron los 
ensayos de viabilidad celular, siguiendo el proceso detallado en el apartado “Materiales y Métodos”. B) 
Células SW480 ADH que sobreexpresaban  Sprouty2 wt o Sprouty2 S112A fueron tratadas con 
20mg/ml de cisplatino durante 2 horas. Posteriormente se lisaron las células y los extractos celulares se 
utilizaron para detectar la proteína anti - p38
MAPK
 y anti - p-p38
MAPK
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tumoral (Figura 42B). La activación basal de p38 MAPK era más elevada en las células 
que expresaban el mutante que no podía ser fosforilado por p38 MAPK que en las otras 
células, por lo cual, pensamos que su efecto podía deberse a dicha quinasa. Para 
comprobar dicha hipótesis, volvimos a analizar la viabilidad celular en el tratamiento 
con cisplatino de células SW480 ADH que sobreexpresaban tanto la forma salvaje de 
la proteína, como el mutante Sprouty2 S112A y además, las tratamos con el inhibidor 














Como se puede apreciar en la Figura 43, ni Sprouty2 wt, ni el mutante que no es 
fosforilado por de p38 MAPK, alteraron su comportamiento en presencia del inhibidor 
químico de de p38 MAPK. Estos resultados sugieren por tanto, que el efecto de 
Sprouty2 sobre la sensibilidad de las células a la acción de agentes de daño al ADN es 
independiente de la acción de p38 MAPK en las células SW480 ADH. Obviamente, y 
dado que Sprouty2 también es fosforilado en el residuo S112 por PKD, es posible que 
estos resultados respecto a la sensibilidad a cisplatino, sean dependientes de PKD. 
Figura 43. El inhibidor de p38
MAPK
 (SB203580) no tiene efecto sobre la viabilidad de las 
células SW480 ADH al tratamiento con cisplatino. Células SW480 ADH que sobreexpresaban 
Sprouty2 wt o Sprouty2 S112A se sembraron, por duplicado, 24 horas antes del tratamiento con el 
cisplatino. Trasncurrido este tiempo, se incubaron con distintas dosis de cispltatino y  en presencia del 
inhibidor SB203580. Se realizaron los ensayos de viabilidad celular, siguiendo el proceso detallado en 
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SW480 ADH Sprouty2 WT + SB203580
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I. Las proteínas Spred se comportan igual que Sprouty2 en la activación de la 
vía de ERK en respuesta a PGA1. 
 
II.  p38 MAPK y PKD fosforilan a Sprouty2 en la serina 112 in vitro e in vivo, 
siendo este residuo, un sitio consenso de fosforilación para PKD. Además, 
hemos podido detectar interacción in vitro e in vivo de Sprouty2 con PKD. 
 
III. La interacción de Sprouty2 y PKD ocurre a través de la región carboxilo 
terminal de Sprouty2 y nuestros datos sugieren que están implicadas la 
región amino terminal y el dominio catalítico de PKD. 
 
IV. Sprouty2 interacciona con E-cadherina y p120-catenina mientras que la 
mutación en el residuo 112 de Sprouty2, de serina por alanina, reduce la 
afinidad de Sprouty2 por p120-catenina. 
 
V. La variante Sprouty2 P106S tiene menor afinidad de Sprouty2 por p120-
catenina que Sprouty2 wt. 
 
VI. Spred2, pero no Spred1, interacciona con p120-catenina. 
 
VII. La sobreexpresión de Sprouty2 en células SW480 ADH aumenta la 
sensibilidad al tratamiento con cisplatino y 5F-uracilo; sin embargo su 
silenciamiento aumenta la resistencia al tratamiento. 
 
VIII. A diferencia de Sprouty2 wt, el mutante Sprouty2 S112A, cuando se 
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ANÁLISIS CASOS (CÁNCER DE COLON) VS CONTROLES SANOS 
 
Polimorfismo Controles Casos OR 95% CI Valor de p 
Frecuencias alélicas 36% 33% 0,831 0,64 – 1,08 0,173 
Equilibrio HW: valor de p 0,587 0,405    
      
MODELO CODOMINANTE     
   WT 99 119 1,00   
   HT 121 125 0,86 0,60 - 1,24 0,417 
   HH 31 25 0,67 0,37 - 1,21 0,185 
 MODELO DOMINANTE     
   WT 99 119 1,00   
   HT+HH 121 + 31 125 + 25 0,82 0,58 - 1,16 0,268 
MODELO RECESIVO      
   WT+HT 99 + 121 119 + 125 1,00   
   HH 31 25 0,73 0,42 - 1,27 0,263 
1OR por variante alélica 
 
 
ANÁLISIS SOLO CASOS (DUKES 3 vs DUKES 2) 
 
Polimorfismo Dukes 2 Dukes 3 OR 95% CI Valor de p 
Frecuencias alélicas 34% 31% 0,881 0,61 - 1,28 0,510 
Equilibrio HW: valor de p 0,250 0,911    
      
MODELO CODOMINANTE     
   WT 55 64 1,00   
   HT 66 59 0,77 0,46 - 1,27 0,304 
   HH 12 13 0,93 0,39 -  2,21 0,871 
 MODELO DOMINANTE     
   WT 55 64 1,00   
   HT+HH 66 + 12 59 + 13 0,79 0,49 - 1,28 0,346 
MODELO RECESIVO      
   WT+HT 55 + 66 64 + 59 1,00   
   HH 12 13 1,07 0,47 - 2,42 0,880 
1OR por variante alélica 
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The Sur8 protein has been implicated in the positive regulation of the Ras-ERK pathway 
by increasing the functional binding interaction between Ras and Raf, leading to increased ERK 
activity. Here we found that Sur8 overexpression induced sustained ERK phosphorylation, 
notably in the case of EGF stimulation, and Sur8 knockdown inhibited ERK activation. We 
demonstrate that ectopic overexpression of human Sur8 in PC12 cells significantly promotes 
neurite extension in the presence of EGF, a stimulus that induces proliferation rather than 
differentiation in these cells. Finally, Sur8 depletion reduces both NGF-induced neurite 
outgrowth and ERK activation in PC12 cells. Our data indicate that Sur8 is essential to 
modulate the Ras-ERK signaling outcome in cell differentiation processes involved in neurite 
outgrowth. 




PC12 cells, which are derived from a rat pheochromocytoma, have been used classically 
as a model to address the biological outcomes due to functional differences of the extracellular 
signal-regulated kinase (ERK) signaling pathway (1, 2). This cascade, which involves the Raf, 
MEK and ERK proteins, can be activated in PC12 cells by two growth factors, epidermal 
growth factor (EGF) (2), and nerve growth factor (NGF) (3, 4), leading to PC12 proliferation 
and differentiation, respectively. The duration of ERK signaling is responsible for the distinct 
biological effects of EGF and NGF stimulation on PC12 cells (1, 2).  EGF elicits transient Ras- 
(and also Rap-) dependent ERK activation (2), yielding PC12 cell proliferation, whereas NGF 
promotes sustained ERK phosphorylation, which leads to cell differentiation (neurite 
outgrowth) (2, 5, 6).  
Ras proteins (H-, N-, and K-Ras) operate as molecular switches in signal transduction 
cascades, controlling cell proliferation, differentiation and apoptosis. Ras proteins exist in 
equilibrium between an active (Ras-GTP) and an inactive (Ras-GDP) state. The action of 
growth factors increases cellular Ras-GTP levels, enabling interaction of this GTPase with its 
target protein effectors. Activated Ras stimulates various downstream signaling pathways. A 
wide range of proteins interact specifically with the Ras-GTP complex, including Raf proteins, 
members of the Ral-GDS family, PI3K, p120GAP, NF1, MEKK1, Rin1, AF-6, PKC-, and 
Nore1 (7). For example, Ras-GTP binds directly to Raf proteins, inducing their translocation to 
membranes where they are activated, in turn triggering induction of the MEK-ERK cascade. 
Different scaffold proteins bind several components of the Ras/Raf/MEK/ERK cascade, 
providing molecular signaling platforms, and can thus regulate the Ras-ERK pathway (8, 9).  
One of these scaffold proteins is the suppressor of clear homolog (Shoc2) (10), also 
known as a suppressor of Ras-8 (Sur8) (11). Shoc2/Sur8 is a protein conserved in all metazoans; 
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it has numerous leucine-rich repeats and selectively binds members of the Ras family (12). 
Fluorescence resonance energy transfer (FRET) imaging and computational modeling studies 
showed that Sur8 is essential for Ras-GTP signaling to ERK, because it accelerates the Ras-Raf 
interaction probably by stabilizing a ternary complex formed by all these proteins (12-14). 
Furthermore, single mutation of Sur8 causes Noonan-like syndrome, a type of neuro-cardio-
facial-cutaneous disorders, by enhancing ERK activation (15). Other group nonetheless 
proposes an alternative mechanism of action for Sur8, by which this scaffold protein forms a 
ternary complex with the catalytic subunit of protein phosphatase 1 (PP1c) and M-Ras (a Ras 
family member), which promotes Raf activity by dephosphorylating its S259 inhibitory residue 
(16).   
 Based on Sur8 function as a positive modulator of the ERK-pathway, we hypothesized 
that this scaffold protein might have a pivotal role in PC12 cell differentiation, a process 
dependent on sustained ERK activation. Here, we analyzed how ectopic overexpression of 
Sur8 affects EGF signaling in PC12 cells. Sur8 overexpression renders longer-lasting ERK 
phosphorylation after EGF stimulation, with a resultant increase in neurite outgrowth. We also 
found evidence that knockdown of endogenous Sur8 by specific shRNA leads to statistically 
significant inhibition of NGF-induced PC12 cell differentiation. Our data indicate that the 
scaffold protein Sur8 contributes to NGF and EGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
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RESULTS
Ectopic overexpression of Sur8 facilitates sustained ERK activation after stimulation by 
FGF or EGF. 
 Sur8 has a synergistic effect on activation of the Ras-Raf-MEK-ERK pathway (12) and 
is required for rapid Ras interaction with Raf following EGF stimulation (13). Here we 
examined whether Sur8 overexpression affects the duration of ERK signaling induced by the 
stimulation of receptor tyrosine kinases (RTK). For this purpose, we stimulated HEK293T cells 
(transiently transfected with HA-ERK1 and AU5-hSur8) with FGF or EGF, and measured ERK 
phosphorylation at different times. Sur8 increased not only the ERK activation levels triggered 
by FGF (Figure 1A) or EGF (Figure 1B), but also the duration of this activation. The kinetics of 
FGF-induced ERK activation was similar with or without Sur8 overexpression but values 
increased when Sur8 was overexpressed (Figure 1A), whereas phospho-ERK levels were still 
detected 4 h post-EGF stimulation in Sur8-transfected cells but for only 30 min in vector-
expressing cells (Figure 1B). These data suggest that Sur8 proteins positively regulate the 
intensity or the duration of ERK activation elicited by EGF and FGF stimulation. 
Downregulation of Sur8 reduces phospho-ERK levels induced by RTK activation. 
 To assess the relevance of Sur8 in the RTK-ERK pathway, we transfected the above 
cells with siRNA oligonucleotides for Sur8. We observed a reduction in Sur8 protein levels in 
comparison to HEK293T cells transfected with control siRNA (Figure 2). Sur8 knockdown 
reduced phospho-ERK levels after stimulation with FGF (Figure 2A), or EGF (Figure 2B), at a 
rate proportional to the decrease in Sur8 levels. The effects of Sur8 knockdown on EGF/FGF-
induced ERK activation support the role of Sur8 as an essential positive-regulator of the RTK-
ERK pathway. 
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Ectopic overexpression of Sur8 enhances EGF-dependent PC12 cell differentiation 
ERK signaling duration is a limiting step for the different biological effects of EGF 
versus NGF in PC12 cells (2, 5, 6). It is tempting to speculate that anything that increases the 
duration of EGF-dependent ERK activity could modify the EGF effects in PC12 cells. Since 
Sur8 overexpression increased the duration of EGF-induced ERK activation (Figure 1B), we 
tested whether Sur8 overexpression in PC12 cells modified the EGF-induced biological fate of 
these cells. We compared the percentage of cells showing neurites after EGF treatment in PC12 
cells transfected with GFP + AU5-hSur8 versus GFP + empty vector (Figure 3 and; 
Supplemental Figure S1). The percentage of GFP-positive PC12 cells showing neurite 
outgrowth after EGF treatment was significantly increased in cells overexpressing Sur8 (Figure 
3). Ectopic overexpression of Sur8 alone (without EGF or NGF stimulation) was unable to elicit 
PC12 differentiation (not shown). These results suggest that Sur8 protein modulates the 
outcome of EGF signaling on PC12 differentiation.  
 
Sur8 downregulation reduces both NGF-induced PC12 differentiation and ERK activation 
Sur8 overexpression in PC12 cells had no effect on NGF-stimulated neurite outgrowth 
(not shown), probably due to the highly sustained NGF-dependent ERK activation in these cells 
(2, 5, 6). Sur8 could nevertheless be an important factor in NGF-induced PC12 differentiation, 
given its role in RTK-dependent ERK activation (Figure 2). To test Sur8 effects on PC12 cell 
differentiation, we downregulated their endogenous levels by shRNA. We transfected PC12 
cells with various bi-cistronic expression plasmids carrying specific shRNA to silence rat Sur8, 
together with cDNA for GFP, and performed a morphological analysis of transfected GFP-
positive/shRNA PC12 cells. We observed a sharp reduction in Sur8 protein levels in cells 
transfected with plasmids 2 and 3 (70% and 80%, respectively) as compared to cells transfected 
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with control shRNA (Figure 4A). Analysis of NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells 
transfected with shRNA-Sur8 expression plasmids (2 and 3) or with control shRNA (Figure 4B) 
showed that shRNA-Sur8 significantly decreased the percentage of cells with neurites (Figure 
4C). These results indicate that Sur8 knockdown blocks NGF-promoted PC12 cell 
differentiation. This reduction of Sur8 protein levels in PC12 cells also correlated with lower 
ERK activation after NGF stimulation (Figure 5), but had no effect on other kinases such as 
AKT or GSK3 (Supplemental Figure S2), supporting Sur8 specificity in the ERK pathway. 
These results show that Sur8 is necessary for appropriate ERK activation and neural 
differentiation of PC12 cells triggered by neurotrophins such as NGF. 




The extracellular signal-regulated kinase (ERK) signaling pathway is functionally 
relevant in converting extracellular stimuli into a wide range of cell responses. ERK-(1/2) are 
activated by mitogens and are usually upregulated in human tumors (17) and in other 
pathologies such as Noonan and LEOPARD syndromes (18). This pathway is fine-tuned 
through different control steps, and Sur8 is one of the players involved. Sur8 is a docking 
scaffold protein that is conserved in all metazoans, with high binding affinity to Ras and Raf 
proteins and a synergistic effect on RTK activation of the ERK signaling pathway (12). By 
accelerating Ras-Raf binding, Sur8 is essential for transmission of the Ras signal to ERK (13). 
A naturally-occurring human Sur8 mutant was described that yields high phospho-ERK levels, 
causing a Noonan-like syndrome (15).  
Here, we demonstrate that Sur8 is an essential protein for ERK activation, dependent on 
RTK stimulation. Our results show that downregulation of endogenous Sur8 expression 
(through specific siRNA and shRNA) significantly reduced phospho-ERK levels after 
stimulation by FGF, EGF or NGF. Although the role of Sur8 on ERK activation in the EGFR 
signaling pathway has been described (13, 16, 19), we found the same behavior for Sur8 in 
other cell systems and for other RTK-dependent signaling routes, such as fibroblast growth 
factor-receptor (FGFR) and tropomyosin-related kinase (Trk) families. Our results not only are 
concur with the description of a Sur8 mutant involved in a Noonan-like syndrome by 
deregulated ERK activation (15), but also with inhibition of the Ras-ERK pathway by Erbin, 
another protein rich in leucine domains that blocks Sur8 interaction with Raf and Ras, thus 
down-regulating ERK activation (20).  
Based on to the critical role of Sur8 in the RTK-ERK pathway, we showed that ectopic 
overexpression of Sur8 in epithelial cells was able to increase phospho-ERK levels evoked by 
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FGF or EGF. We also found that Sur8 overexpression produced persistent ERK activation, with 
an increase in duration of the effect of  240 min post-EGFR stimulation. Evidences indicate 
that differences in ERK activity duration produce variations in signaling that regulate cell fate. 
ERK signaling duration is a limiting step for the different biological effects of EGF versus NGF 
in PC12 cells (1, 2). In this cell system, EGF induces rapid, transient ERK activation, eliciting 
proliferation rather than neurite outgrowth (2); in contrast, NGF induces rapid, sustained ERK 
phosphorylation that leads to PC12 differentiation (2, 5, 6). It is tempting to speculate that 
anything that increases the duration of EGF-dependent ERK activity could modify the EGF 
effects in PC12 cells. Sur8 overexpression produces more persistent EGF-dependent ERK 
activation, and also enhances EGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. Although this 
biological effect is not dramatic, the results obtained were statistically significant and are in 
agreement with the idea that duration of ERK activity is critical for PC12 cell fate. 
Our data suggest that endogenous Sur8 could also be implicated in differentiation 
processes. Although Sur8 overexpression in PC12 cells had no effect on NGF-stimulated neurite 
outgrowth, probably due to the highly sustained NGF-dependent ERK activation in these cells 
(2, 5, 6), Sur8 knockdown significantly reduced both NGF-induced ERK activation and neurite 
outgrowth. Our data therefore indicate that the Sur8 scaffold protein is essential for appropriate 
ERK activation and neural differentiation of PC12 cells triggered by neurotrophins such as 
NGF. 
The observation of the same number of GFP-PC12 positive cells at the end of the 
differentiation assay, independent of their transfection status with shRNA-control-GFP or 
shRNA-Sur8-GFP plasmids (not shown), suggests that Sur8 downregulation does not affect 
PC12 cell viability. These results concur with previous reports indicating that PC12 cell survival 
does not require Ras-ERK pathway activity, but it is instead dependent on PI3K signaling (21) 
which is unaltered by Sur8 knockdown (Supplemental Figure S2).  
LEÓN et al.                                                                   Sur8 IS ESSENTIAL FOR PC12 CELL DIFFERENTIATION 
 10
The role of Sur8 in differentiation processes could explain both the effects of a dominant 
mutant form of this protein in developmental disorders such as the Noonan-like syndrome (15), 
and the defects of the atrioventricular canal that cause early embryonic lethality when the 
Shoc2/Sur8 gene is inactivated in mouse endothelial cells (22). Besides being a scaffold protein 
essential for the RTK-dependent ERK activation pathway, Sur8 could have other roles due to its 
presence in nuclei (15) that we have observed during PC12 differentiation (García-Domínguez 
CA et al., manuscript in preparation). 
In conclusion, our data support positive modulation by Sur8 of RTK-induced ERK 
activation. The functional role of this protein could be relevant in the context of variations in 
Ras-Raf-ERK signaling that regulate cell differentiation processes. Future studies might show 
Sur8 protein to be useful as target for the design of new therapeutic drugs for several diseases.  
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MATERIAL AND METHODS 
 
Cell lines 
HEK293T cells were maintained in DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 
10% fetal calf serum (FCS, Invitrogen); these cells were analyzed after bFGF or EGF 
stimulation as described (23, 24). PC12 rat pheochromocytoma cells were cultured on 
collagen-coated plates using DMEM supplemented with 7.5 % FCS, 7.5 % horse serum 
(Invitrogen), 2 mM glutamine and 1% penicillin/streptomycin. PC12 cells were allowed to 
differentiate for 1-3 days by adding NGF (100 ng/ml) or EGF (100 ng/ml).  
Antibodies and reagents 
Rabbit polyclonal antibodies to ERK (ERK1/ERK2) were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA), anti-phospho-ERK protein was from New England Biolabs 
(Beverly, MA) and anti-Sur8 from Tebu-Bio (Le-Perray-en-Yvelines, France). Anti-HA and 
AU5 monoclonal antibodies (mAb) were purchased from Berkeley Antibody Company 
(Berkeley, CA). Anti -actin mAb, and recombinant human basic fibroblast growth factor 
(bFGF), nerve growth factor (NGF), and epidermal growth factor (EGF) were from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). Anti-mouse and rabbit HRP-conjugated mAb were from GE 
Healthcare Bio-Sciences (Piscataway, NJ). 
DNA constructs 
The plasmids pCEFL-KZ-HA, pCEFL-KZ-AU5, and pCEFL-KZ-HA-ERK (1 and 2), have 
been described (23, 24); the pEGFP-C1 plasmid was purchased from Invitrogen. The plasmid 
containing hSur8 was kindly provided by Dr. Min Han (University of Colorado, Boulder, CO), 
and Sur8 cDNA was amplified by PCR using specific primers providing Bam HI and Not I sites 
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at the 5’ and 3’ ends, respectively. The amplified products were then subcloned into Bgl II and 
Not I sites within pCEFL-KZ-AU5. SureSilencing plasmids containing different shRNA for rat 
Sur8 and GFP marker were purchased from SA Biosciences (NM_0011013155): plasmid nº 1 
(aagctgtcaatcatgagtatt), plasmid nº2 (tgaaggacaatcagttaacat), plasmid nº3 
(ggtgaactgtgtaacctcatt), and control plasmid (ggaatctcattcgatgcatac). Small interfering RNA 
(siRNA) for human Sur8 were from Applied Biosystems (Carlsbad, CA). The oligonucleotides 
synthesized corresponded to the human Sur8 encoding region of exon 8. 
Transient transfection assays 
PC12 cells were nucleofected with shRNA plasmids using the Amaxa kit V (VCA-1003)
following manufacturer’s instructions. PC12 cells were transiently transfected with pCEFL-KZ-
AU5-Sur8 or pCEFL-KZ-HA-ERK-1 plasmids using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 
according to manufacturer’s protocols. HEK293T cells were transiently transfected with 
pCEFL-KZ-AU5-Sur8 or pCEFL-KZ-HA-ERK-1/ERK-2 plasmids using Jet-Pei (Polyplus-
Transfection, Illkirch, France). All assays were performed 48 h post-transfection. The siRNA 
duplexes (100 nM) were transfected into HEK293T cells using X-treamGENE siRNA 
transfection reagent (Roche, Basel, Switzerland).
Immunoprecipitation and immunoblotting  
Immunoprecipitation and immunoblot analysis were performed as described (23, 24). Protein 
extracts were resolved by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes (Schleicher & 
Schuell) and probed with the appropriate antibody. Blots were developed by a peroxidase 
reaction using the ECL detection system (GE Healthcare Bio-Sciences). 
 
In vitro quantitative detection of intracellular phospho-ERK, total ERK and other kinases 
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Total ERK1/2, AKT, and GSK-3 and their phosphorylated forms phospho-ERK1/2 
(pTpY185/187), phospho-AKT (pS473), and phospho-GSK-3 (pS9) were simultaneously 
quantitated by xMAP technology on a Luminex 200 platform (Bio-Plex-200, BioRad) using two 
independent panels custom developed and validated by Biosource. For these experiments, PC12 
cells were lysed in Cell Extraction Buffer (Invitrogen) containing 10 mM Tris, pH 7.4, 2 mM 
Na3VO4, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EGTA, 20 mM Na4P2O7, 10% 
glycerol, 1 mM NaF, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, with protease inhibitors (CompleteTM from 
Roche and 1mM PMSF). Cell extracts (2 μg) were analyzed in duplicate according to 
manufacturer’s instructions. The concentration for each analyte was determined by interpolating 
the mean fluorescence intensity (MFI) for each sample from a standard curve using Bio-Plex 
System Software and a five-parameter logistic weighting algorithm.  
 
Neurite outgrowth assay 
PC12 cells plated onto collagen-coated coverslips in 12-well dishes were transiently transfected 
and stimulated with NGF (100 ng/ml) or EGF (100 ng/ml) for 72 h. Cells were washed with 
phosphate-buffered saline before and after being fixed with 4% paraformaldehyde (10 min) and 
permeabilized with 0.2% Triton X-100 (10 min). Transfected cells were detected by GFP-
fluorescence. Alternatively, cells were incubated with anti-AU5 mAb (1h, room temperature). 
After several washes, cells were incubated with Alexa 488-conjugated secondary antibodies 
(Molecular Probes, Invitrogen; 1h, room temperature). Cells (50 to 100/condition) were 
analyzed in a Nikon Eclipse TE200-U microscope. Cells with and without neurites were then 
counted. Total neurite length from each cell was measured using ImageJ software (National 
Institutes of Health). Image capture and analyses were performed blind to the experimental 
conditions. Neurite outgrowth was defined as a process equal to or greater than one cell body in 
length for EGF treatment, and equal to or greater than two cell bodies in length for NGF 




Data were analyzed statistically using the SPSS software (Chicago, IL). Results are 
displayed as mean + SD of the corresponding number of experiments. Statistical significance 
was estimated by Student's t test for unpaired observations; p < 0.05 was considered significant. 
For immunoblot analysis, we used linear correlations between increasing levels of protein and its 
signal intensity. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Sur8 overexpression enhances the intensity and duration of RTK-elicited ERK 
activation.
HEK293T cells transiently co-transfected with 1 g pCEFL-KZ-HA-ERK1 and 2 g pCEFL-
KZ-AU5-hSur8 (Sur8) or 2 g pCEFL-KZ-AU5 (-) were serum-starved for 18 h and then 
incubated with vehicle (0), 25 ng/ml FGF (A), or 10 ng/ml EGF (B), for 5 to 240 min. Cell 
lysates were immunoprecipitated with anti-HA antibody and analyzed by immunoblot using 
anti-p-ERK and -HA antibodies, to determine p-ERK1 and total HA-ERK1. Expression levels 
of transfected AU5-hSur8 constructs were detected by immunoblotting whole cell extracts 
(WCL) with the appropriate anti-AU5 antibody (lower blot). Results were similar in three 
independent experiments. Graphics in each panel represent the time-course of ERK1 activation 
after stimulation with FGF (A) or EGF (B). Points indicate the ratio of p-ERK1/HA-ERK levels, 
estimated as the mean of three separate assays (in all cases with a SD  10% of the mean).  
Figure 2. Sur8 depletion reduces phospho-ERK levels induced by RTK activation. 
HEK293T cells were transiently transfected (100 nM) with either control siRNA (siRNA-
control) or human Sur8-specific siRNA (siRNA-Sur8). At 48 h post-transfection, cells were 
serum-starved for 18 h and then incubated with vehicle (0), 5-25 ng/ml FGF (A), or 10-100 
ng/ml EGF (B) for 10 min. Cell lysates were analyzed by immunoblot using anti-p-ERK and -
ERK antibodies. X-fold increase denotes the ratio p-ERK/ERK levels estimated as the mean of 
four separate assays (in all cases with a SD  10% of the mean). Sur8 levels were also 
determined using anti-Sur8 polyclonal antibody and normalized to total ERK levels, expressed 
as a percentage (bottom histograms). Results were similar in three additional experiments.  
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Figure 3. Sur8 overexpression increases EGF-induced PC12 differentiation. 
A), PC12 cells were co-transfected with plasmids pCEFL-KZ-GFP (0.3 g) and pCEFL-KZ-
AU5 (0.7 g) (top: GFP + EGF) or pCEFL-KZ-GFP (0.3 g) and pCEFL-KZ-AU5-hSur8 (0.7 
g) (bottom: Sur8-GFP + EGF). Transfected PC12 cells were stimulated with EGF (100 ng/ml) 
for 72 h, fixed, and the presence of extending neurites was analyzed in GFP-positive cells by 
fluorescence microscopy (right: white arrows). Total cells were visualized with transmitted-
light (left). A process equal in length or greater than one cell body was considered a neurite; 
bars, 10 m. PC12 cells co-transfected with pCEFL-KZ-GFP and pCEFL-KZ-AU5-hSur8 but 
not stimulated with EGF or NGF did not have neurites (not shown). B), histograms represent 
the percentage of transfected PC12 cells (GFP-positive: GFP vs Sur8-GFP) with neurites after 
EGF treatment; values are the mean of three separate assays, in which at least 50 GFP-positive 
cells/assay were analyzed (*p < 0.01); bars show SD. 
 
Figure 4. Sur8 knockdown reduces NGF-elicited of PC12 cell differentiation.  
A), PC12 cells were nucleofected with shRNA-control-GFP plasmid (ShRNA Control) or 
specific rat shRNA-Sur8-GFP plasmids (ShRNA Sur8 #1-3). At 48 h post-transfection, cell 
lysates were analyzed by immunoblot; Sur8 levels determined using anti-Sur8 polyclonal 
antibody were normalized to total ERK levels, and expressed as a percentage (right). Results 
were similar in two additional experiments. B), PC12 cells nucleofected with either shRNA-
control-GFP plasmid (ShRNA Control) or specific rat shRNA-Sur8-GFP plasmids (ShRNA 
Sur8 (2) and (3)) were stimulated with 100 ng/ml NGF for 72 h. After fixing, GFP-positive 
cells were detected by fluorescence microscopy (right: arrows) and total cells were visualized 
with transmitted light (left). Extending processes equal in length or greater than two cell bodies 
were considered neurites; bars, 10 m. C), histograms represent the percentage of transfected 
PC12 cells (GFP-positive) with neurites after NGF treatment; values are the mean of three 
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separate assays, in which at least 50 GFP-positive cells/assay were analyzed (*ShRNA Sur8 (2 
or 3) vs ShRNA Control; p < 0.01), bars show SD. 
 
Figure 5. Sur8 knockdown reduces NGF-induced ERK activation in PC12 cells. 
PC12 cells nucleofected with shRNA-control-GFP plasmid (ShRNA Control) or specific rat 
shRNA-Sur8-GFP #3 plasmid (ShRNA Sur8) were stimulated with 100 ng/ml NGF for the 
times indicated.  In each assay, 2 μg PC12 cell extracts were analyzed by xMAP technology in 
a Luminex-200 platform for quantitative and simultaneous detection of phospho-ERK 
(pTpY183/185) and total ERK protein. Histograms show the ratio of p-ERK/ERK levels at 
indicated times of post-NGF stimulation; values are the mean of three separate assays 
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Sprouty2 and Spred1-2 Proteins Inhibit the Activation of
the ERK Pathway Elicited by Cyclopentenone Prostanoids
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Abstract
Sprouty and Spred proteins have been widely implicated in the negative regulation of the fibroblast growth factor receptor-
extracellular regulated kinase (ERK) pathway. In considering the functional role of these proteins, we explored their effects
on ERK activation induced by cyclopentenone prostanoids, which bind to and activate Ras proteins. We therefore found that
ectopic overexpression in HeLa cells of human Sprouty2, or human Spred1 or 2, inhibits ERK1/2 and Elk-1 activation
triggered by the cyclopentenone prostanoids PGA1 and 15d-PGJ2. Furthermore, we found that in HT cells that do not
express Sprouty2 due to hypermethylation of its gene-promoter, PGA1-provoked ERK activation was more intense and
sustained compared to other hematopoietic cell lines with unaltered Sprouty2 expression. Cyclopentenone prostanoids did
not induce Sprouty2 tyrosine phosphorylation, in agreement with its incapability to activate tyrosine-kinase receptors.
However, Sprouty2 Y55F, which acts as a defective mutant upon tyrosine-kinase receptor stimulation, did not inhibit
cyclopentenone prostanoids-elicited ERK pathway activation. In addition, Sprouty2 did not affect the Ras-GTP levels
promoted by cyclopentenone prostanoids. These results unveil both common and differential features in the activation of
Ras-dependent pathways by cyclopentenone prostanoids and growth factors. Moreover, they provide the first evidence that
Sprouty and Spred proteins are negative regulators of the ERK/Elk-1 pathway activation induced not only by growth-factors,
but also by reactive lipidic mediators.
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Introduction
Sprouty was identified in Drosophila melanogaster as an antagonist
of receptor tyrosine kinases (RTK) signaling during different
morphogenetic processes, such as the development of the trachea,
the eye, the wing and other tissues [1–5]. Currently, four
mammalian genes have been identified that encode protein
homologues for dSprouty [6]. The mammalian Sprouty isoforms
have variable N-terminal sequences but share considerable
cysteine-rich sequence homology in their C-termini. Ectopic
overexpression of Sprouty2 inhibits fibroblast growth factor
(FGF) and vascular endothelial growth factor (VEGF), but not
epidermal growth factor- (EGF) induced ERK activation [7]. In
addition, Sprouty2 Y55F mutant is unable to inhibit the ERK
signaling after FGF stimulation [7]. Sprouty proteins have also
been implicated in the negative feedback regulation of FGF
signaling in embryogenesis [8,9], angiogenesis [10] and myogen-
esis [11]. Although Sprouty2 binds Grb2 constitutively, through an
interaction that involves the N-terminal SH3 domain of Grb2 and
two Sprouty2 proline-rich stretches (residues 59–64 and 303–307)
[12,13], the inhibitory effect of Sprouty2 on FGF-induced ERK
activation is independent of its Grb2-binding capacity [12] and it
has no effect on Ras GTP loading [7,12]. By contrast, it has also
been suggested that Sprouty2 reduces Raf activation [7]. Sprouty2
localizes mainly in vesicular/endosomal and caveosome structures
[2,12,14–17], although it has also been detected at the plasma
membrane [12]. Indeed, Sprouty2 interferes with the progression
from early to late endosomes affecting activated EGFR trafficking
[17]. We have recently detected hSprouty2 promoter hypermethyla-
tion in 37% of B-cell diffuse lymphoma cases, and found that this
epigenetic alteration was associated with a significant decrease in
the five-year survival rate [18].
Spred family members contain a C-terminal cysteine-rich
Sprouty-related domain (SPR) [20,21] with high homology to
the C-terminal region of Sprouty proteins. Spred proteins also
block RTK and cytokine receptors-triggered ERK activation
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[6,19]. In addition, Sprouty inhibits PKC d and Ca+2 signaling in
Xenopus, whereas Spred proteins abolish the Ras-ERK signaling
[22]. In mammals, Spred function is also focused on the Ras-ERK
pathway [6,19], where it blocks Raf activation [20].
Cyclopentenone prostanoids (cyP) are naturally occurring
eicosanoids that show various biological activities, including
antiviral [23] and antitumoral effects [24], modulation of the heat
shock response [25], induction of oxidative stress [26], and
apoptosis [27]. These prostanoids possess an a,b-unsaturated
carbonyl group in the cyclopentene ring that favors the formation
of Michael adducts with thiol groups in proteins, which is
responsible for many of the biological effects of these compounds
[28–31]. We have described that H-Ras, but not N- or K-Ras, is a
target for the addition of the cyP 15-deoxy-D12,14-prostaglandin J2
(15d-PGJ2) since it forms a covalent bond with the cysteine 184 of
H-Ras [32]. This effect is associated with the activation of the H-
Ras-ERK pathway, increased proliferation of NIH-3T3 fibroblasts
[32] and protection from apoptosis in MCA3D keratinocytes [33].
In accordance with these effects, we found that 15d-PGJ2
significantly enhanced the carcinogenic effect of DMBA/TPA in
mice skin [33]. In addition, we also found that PGA1 binds to and
activates H-, N- and K-Ras [34] mainly by binding to the cysteine
118 located in the GTP-binding motif, thus differing in the site of
interaction of 15d-PGJ2 with H-Ras. Although the ERK pathway
promotes some cellular responses induced by cyP [32,33,35,36],
we are not aware of any data suggesting that Sprouty proteins are
involved in cyP signaling regulation.
This study was carried out to ascertain whether Sprouty and
Spred proteins are able to inhibit ERK activation induced by stimuli
different from agonists of tyrosine-kinase receptors, such as cyP.
Materials and Methods
Cell lines
HeLa cells [34] were maintained in DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS,
Invitrogen), and the human hematological cell lines (HT and
Karpas 422) [18] were grown RPMI 1640 (Invitrogen) containing
10% FCS.
Transfections and antibodies
Transient transfections were performed using Jet-PeiTM (Poly-
plus-Transfection, Illkirch, France). All assays were done 48 h post-
transfection. Monoclonal antibodies (mAb) to phospho-tyrosine
(4G10) and Sprouty2 were from Upstate Biotechnology (Lake
Placid, NY), and anti-phospho-ERK protein was from Cell
Signaling (Beverly, MA). Rabbit polyclonal antibodies to ERK
(ERK1/ERK2) and GST were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA), and anti-Spred1 and Spred2
antibodies were from Abcam (Cambridge, MA). Anti-HA and AU5
mAb were from Berkeley Antibody Company (Berkeley, CA), and
anti-c-Cbl was from BD Transduction Laboratories (Franklin
Lakes, NJ). Anti b-actin and b-laminin mAb, and recombinant
human basic fibroblast growth factor (bFGF), and epidermal growth
factor (EGF) were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). PGA1 and
15d-PGJ2 were from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).
DNA constructs
The plasmids pCEFL-KZ-HA, pCEFL-KZ-AU5, pCEFL-KZ-
AU5-hSpry2 wt, pCEFL-KZ-AU5-hSpry2 Y55F, pCEFL-KZ-
AU5-hSpry2 P59AP304A, pCEFL-KZ-HA-hSpry2 wt, pCEFL-
HA-K-Ras 4B wt, and pCEFL-KZ-HA-ERK (1 and 2), have been
previously described [11,12,37]. The cDNA of hSpred1 and
hSpred2 were obtained by RT-PCR from mRNA of HeLa cells
using the specific primers and providing sites Bam HI and Not I
(hSpred1) or Bam HI and EcoRI (hSpred2) at the 59 and 39 ends,
respectively. The amplified products were then subcloned into Bgl
II and Not I/EcoRI sites within pCEFL-KZ-AU5. The sequences
of the oligonucleotides utilized are available upon request.
Ras-GTP detection
The plasmid pGEX-RBD, containing the Raf Ras-binding
domain fused to glutathione S-transferase (GST) was kindly
provided by D. Shalloway. The GST-fusion protein was purified
following the previous described method [38] from E. coli Bl21
(DE3) harboring pGEX-RBD to express the fusion protein. In all
Ras-GTP detection assays, transfected mammalian cells were lysed
in cold lysis buffer [38], and 10 mg GST-RBD coupled to
glutathione-sepharose beads, were added to the extracts and
processed following the previous described method [38].
Reporter gene analysis
HeLa cells were co-transfected with 0.6 mg of constructs
encoding hSpry2 wt or mutants, 16 ng pCDNAIII-Gal4-Elk1,
0.1 mg pRL-TK (containing the Renilla luciferase gene under
control of the HSV-TK promoter), and 0.3 mg pGal4-Luc
(containing the Photinus luciferase gene controlled by six copies
of a Gal4 responsive element). Assays were performed as
previously described [37].
Statistical analysis
Data were analyzed with SPSS software (Chicago). Results are
expressed as the mean 6 SD of the indicated number of
experiments. Statistical significance was estimated with Student’s
t test for unpaired observations; p,0.05 was considered significant.
For western blot analysis, we used linear correlations between
increasing amounts of protein and its signal intensity.
Results and Discussion
Ectopic overexpression of Sprouty2, or Spred1-2, inhibits
cyP-induced ERK/Elk1 pathway activation
Sprouty and Spred proteins have been implicated in the
negative regulation of ERK signaling after stimulation by FGF
[6,19]. Here we examined whether human Sprouty2 (hSpry2) or
human Spred (hSpred1 and hSpred2) can be negative regulators of
ERK activation induced by cyP (PGA1 and 15d-PGJ2). For this
purpose, we measured ERK phosphorylation promoted by these
cyP in HeLa cells overexpressing HA-ERK2 and AU5-hSpry2 wt,
or AU5-hSpry2 Y55F mutant (Fig. 1A). We found that, in a
similar way to the described effects on FGF signaling, hSpry2 wt
drastically reduced ERK activation after PGA1 or 15d-PGJ2
treatment. By contrast, hSpry2 Y55F mutant was unable to inhibit
not only FGF-elicited ERK activation, as previously reported [6],
but also that of cyP (Fig. 1A). Similar results were obtained when
HA-ERK1 was used (not shown). We also tested Elk1 activation, a
transcription factor downstream of ERK. hSpry2 wt, but not
hSpry2 Y55F, blocked FGF- and PGA1-induced Elk1 activation
(Fig. 1B), data which supports the results obtained by the analysis
of phospho-ERK levels. In addition hSpry2 P59A P304A, a
double mutant which does not bind Grb2 [12], also reduced Elk1
activation provoked by those stimuli, suggesting that the inhibitory
mechanism of Sprouty2 on cyP-induced ERK/Elk1 activation is
independent of Grb2-Sprouty2 interaction, as we previously
demonstrated for FGF signaling [12].
We observed that, as it was expected [7], hSprouty2 wt or
hSpry2 P59AP304A double mutant were unable to shut down the
ERK/Elk1 signaling pathway after EGFR activation (Fig. 2),
Inhibition of cyP Signaling by hSpry2-hSpred1/2
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whereas hSpred1 or hSpred2 reduced phospho-ERK levels
stimulated by EGF (Fig. 2A). We found that hSpred1 and
hSpred2 also inhibited PGA1-triggered ERK activation (Fig. 2A),
and both hSpred proteins abolished EGF, FGF, or PGA1-induced
Elk1 activation (Fig. 2B).
All these data suggest that both Sprouty2 and Spred1/2
proteins negatively-regulate the cyP-dependent ERK/Elk1 path-
way activation.
Absence of Sprouty2 expression correlates with
enhanced cyP-triggered ERK/Elk1 pathway activation
We have previously demonstrated that human Sprouty2
promoter gene is hypermethylated in the HT cell line (derived
from a B-cell diffuse lymphoma) [18]. Expression analysis of
hSprouty2 by RT-PCR and WB indicated the absence of hSprouty2
(mRNA and protein) in this cell line [18]; in contrast, the Karpas
422 cell line (also derived from a B-cell diffuse lymphoma), but
without epigenetic alterations in the hSprouty2 promoter [18],
showed hSprouty2 expression (Fig. 3A). In addition, we found that
both cell lines express hSpred1 but not hSpred2 protein (Fig. 3A);
curiously hSpred1 protein was detected as a double band,
probably due to post-translational modifications [6,19]. We
therefore analyzed whether the absence of hSprouty2 in the HT
cells affected ERK activation promoted by PGA1. We found that
PGA1-elicited phospho-ERK levels in HT cells were higher than
in Karpas 422 cells (Fig. 3B). These results concur with Elk1
Figure 1. Overexpression of hSprouty2 (hSpry2) inhibits cyP-elicited ERK/Elk-1 pathway activation. (A) HeLa cells transiently co-
transfected with pCEFL-KZ-HA-ERK1 and either pCEFL-KZ-AU5-hSpry2 wt, pCEFL-KZ-AU5-hSpry2 Y55F, or pCEFL-KZ-AU5 (AU5-vector), were serum-
starved for 18 h and then incubated with vehicle (-), 50 ng/ml FGF, or 10 mM PGA1 (or 15d-PGJ2), for 15 min. Cell lysates were immunoprecipitated with
anti-HA mAb, and analyzed by immunoblot using anti-p-ERK and -HA antibodies. Results were similar in three additional experiments. The factor by
which values of p-ERK increased is estimated as mean of four separate assays (in each case with a SD lower than 10% of mean). The expression levels of
AU5-hSpry2 constructs were detected by immunoblotting whole cell lysates (WCL) with anti-AU5 mAb (lower panel). (B) HeLa cells were co-transfected
with pcDNAIII-Gal4-Elk-1, pGal4-Luc, and pRL-TK together with pCEFL-KZ-AU5 containing the indicated hSpry2 constructs in (A), and also pCEFL-KZ-AU5-
hSpry2 P59A P304A. The transfected cells were serum-starved for 18 h, incubated with vehicle (-), either 50 ng/ml FGF, or 10 mM PGA1, for 8 h, and then
assayed for luciferase activity. The data are themean and SD of three separate assays performed in triplicate (* vs AU5-vector + FGF, or + PGA1: p,0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0016787.g001
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functional activity because we observed higher activation of this
transcription factor in HT cells versus Karpas 422 cells after PGA1
stimulation (Fig. 3C).
All these results are consistent with the expression of hSprouty2
in Karpas 422 cells, and its absence from HT cell line, and
support the hSprouty2 role as negative regulator of cyP-triggered
ERK pathway activation independently of hSpred1/2 expression
levels.
Overexpression of hSprouty2 does not reduce
PGA1–induced K-Ras 4B activation
Several studies have proposed that Sprouty proteins inhibit
RTK-dependent Ras activation [2,39], although we have not
detected any effect of human Sprouty2 on K-Ras 4B activation
levels promoted after RTK stimulation [12]. We previously
showed that PGA1 binds to cysteine 118 of Ras, a residue located
in the GTP-binding pocket, which correlates with Ras activation
Figure 2. hSpred1 and hSpred2 block PGA1-induced ERK/Elk-1 pathway activation. (A) HeLa cells transiently co-transfected with
pCEFL-KZ-HA-ERK1 and either pCEFL-KZ-AU5-hSpry2 wt, pCEFL-KZ-AU5-hSpry2 P59A P304A, pCEFL-KZ-AU5-hSpred1, pCEFL-KZ-AU5-hSpred2, or
pCEFL-KZ-AU5 (AU5-vector), were serum-starved for 18 h and then incubated with vehicle (-), either 100 ng/ml EGF, or 10 mM PGA1, for 15 min.
Cell lysates were immunoprecipitated with anti-HA mAb and analyzed by immunoblot using anti-p-ERK and -HA antibodies. Results were similar
in three additional experiments. The factor by which values of p-ERK increased is estimated as mean of four separate assays (in each case with a
SD lower than 10% of mean). The expression levels of AU5-hSpry2, AU5-hSpred1, or AU5-hSpred2, constructs were detected by immunoblotting
WCL with the corresponding mAb (lower panels). (B) HeLa cells were co-transfected with the plasmids pcDNAIII-Gal4-Elk-1, pGal4-Luc, and pRL-TK
together with pCEFL-KZ-AU5 containing the indicated hSpry2, or hSpred1, or hSpred2, constructs denoted in (A). The transfected cells were
serum-starved for 18 h, incubated with vehicle (-), either 100 ng/ml EGF, or 50 ng/ml FGF, or 10 mM PGA1, for 8 h, and then assayed for luciferase
activity. The data are the mean and SD of three separate assays performed in triplicate (* vs AU5-vector + FGF, or AU5-vector + EGF, or + PGA1:
p,0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0016787.g002
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[34]. We thus investigated whether hSprouty2 was able to reduce
the K-Ras 4B GTP-loading levels elicited by PGA1. Although
treatment with PGA1 induced lower K-Ras 4B?GTP levels than
EGF stimulation, in both cases hSprouty2 was unable to diminish
K-Ras 4B activation (Fig. 4A–B). Our data therefore indicate that
hSprouty2 does not have any effect on K-Ras 4B activation
induced by EGF, FGF (not shown, and [12]) or PGA1 (Fig. 4A–B).
These results support that in mammalian cells, unlike it happens in
Drosophila [2], Sprouty2 inhibits ERK pathway downstream of
Ras, probably by diminishing Raf activation [7,10] independently
of the type of stimulus (RTK or cyP).
PGA1 treatment does not induce tyrosine
phosphorylation of hSprouty2
As it is shown above, hSpry2 Y55F mutant was unable to inhibit
cyP-induced ERK/Elk1 pathway activation, whereas hSpry2
P59A P304A double mutant (and hSpry2 P59A single mutant,
not shown) showed a potent inhibitory effect (Fig. 1 and 2B).
Mutation of tyrosine 55 of Sprouty2 abrogates its inhibitory
properties in FGF signaling [7,11,12]. In addition, both, Y55F and
P59A mutations impair Sprouty2 phosphorylation at tyrosine 55
[40,41] after RTK stimulation, thus preventing Sprouty2
interaction with the SH2 domain of c-Cbl [14,15]. In order to
confirm whether tyrosine phosphorylation/c-Cbl binding are
dispensable events for the inhibitory effect of Sprouty2 on PGA1
signaling, we explored if cyP triggered this post-translational
modification of Sprouty2. PGA1 was unable to induce hSprouty2
tyrosine-phosphorylation, or hSprouty2 binding to c-Cbl, in sharp
contrast to the results obtained after EGF treatment (Fig. 5), and in
agreement with a PGA1 signaling pathway independent of RTK
activation. All these results suggest that other aspects relative to
tyrosine 55 but unrelated to its phosphorylation and binding
affinity to c-Cbl are modulating Sprouty2 functionality, and that
Sprouty2 inhibition of PGA1-dependent ERK activation does not
need of Sprouty2 interaction with c-Cbl. The detailed aspects of
this mechanism will be the subject of future investigations.
Activation of the ERK-Elk pathway by cyP could occur at
various levels. Evidence demonstrates a correlation between the
covalent modification of Ras proteins by cyP and Ras-ERK
pathway activation. However, other mechanism for Ras or ERK
activation could be envisaged, including oxidative stress induction
by cyP or their interaction with other cellular targets [42]. Besides
their binding to PPARs, cyP have been reported to interact with
membrane receptors, including G-protein coupled receptors, and
ion channels. Several cyP of the J series have been reported to
connect with the DP2 receptor, one of the receptors for PGD2,
also known as CRTH2 (for chemotactic receptor of TH2 cells)
Figure 3. PGA1-induced ERK/Elk-1 pathway activation depends of hSpry2 expression. (A) Expression levels of hSprouty2 (hSpry2),
hSpred1, and hSpred2 proteins in HT and Karpas 422 cell lines. Cells were lysed under appropriate conditions and equal amounts of proteins were
analyzed by immunoblot. Expression levels were assessed using specific anti-hSpry2, -hSpred1, -hSpred2 and -b Laminin (as loading control)
antibodies. C+ (positive control) corresponds to HeLa cells transiently co-transfected with pCEFL-KZ-AU5-hSpry2 wt, pCEFL-KZ-AU5-hSpred1, and
pCEFL-KZ-AU5-hSpred2. The figure is from a representative experiment that was repeated two times more with similar results. (B) HT and Karpas 422
cell lines (5?106 cells/point) were stimulated with 10 mM PGA1, for the indicated times. Cells were then lysed under appropriate conditions and equal
amounts of proteins were analyzed by immunoblot. ERK phosphorylation levels (p42 and p44 proteins) were assessed using specific anti-phospho
and total antibodies (as loading control). Results were similar in three additional experiments. The factor by which values of p-ERK increased is
estimated as mean of four separate assays (in each case with a SD lower than 10% of mean). (C) HT and Karpas 422 cells were co-transfected with
pcDNAIII-Gal4-Elk-1, pGal4-Luc, and pRL-TK. The transfected cells were serum-starved for 18 h, incubated with vehicle (-), or 10 mM PGA1, for 8 h, and
then assayed for luciferase activity. The data are the mean and SD of four separate assays performed in triplicate (* HT + PGA1 vs Karpas 422 + PGA1:
p,0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0016787.g003
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[43]. The dissociation constants for various cyP are in the
nanomolar range, with PGD2 being more potent than D12-PGJ2
and this PG more potent than 15d-PGJ2. It has also been reported
the interaction of D12-PGJ2 and 15d-PGJ2 with DP1 [43].
Whereas DP1 is coupled to Gas-type of G proteins and its
activation triggers an increase in cAMP levels, DP2 is thought to
be coupled to Gai/o and its activation induces high intracellular
Ca2+ levels; this could contribute to the modulation of Ras protein
activity through RasGRP. CRTH2 activation of Gai proteins has
also been reported to stimulate PI3-K, MAPK and PLCc [44],
and both ERK, a member of MAPK family, and PLCc can be
inhibited by Sprouty2 and Spred1/2 proteins [6]. PGD2, as well as
its metabolites dk-PGD2, PGJ2, D12-PGD2, D12-PGJ2, 15d-PGD2
and 15d-PGJ2, have been shown to be potent eosinophilia
activators with respect to chemotaxis, actin polymerization, L-
selectin shedding and CD11b upregulation, in a CRTH2-
dependent manner [45,46]. The role of DP2 in mediating the
effects of 15d-PGJ2 appears nevertheless to be largely cell-
dependent. DP2 receptor antagonists appear to block 15d-PGJ2-
elicited enhancement of NGF-induced neurite outgrowth [47].
However, DP2 appears not to be involved in PGD2 or 15d-PGJ2
effects on inflammatory resolution [48], on the expression of
TLR2 in brain glia [49] or in the derangement of vimentin
cytoskeleton and the inhibition of iNOS induction by 15d-PGJ2 in
mesangial cells [50]. Moreover, to the best of our knowledge there
are no evidences of PGA1 interaction with these receptors. In
addition, cyP have been recently found to interact with other G-
protein coupled receptors. 15d-PGJ2 has been reported to activate
kappa/delta opioid receptors, as suggested by pharmacological
evidences [51]. Interestingly, several cyP have been reported to
covalently bind and activate the ion channel TRPA1, leading to
nociceptive responses [52]. Finally, results from our group have
identified the G-protein b2-like1 subunit as a potential target for
covalent modification by PGA1 [53]. However, the elucidation of
the functional significance of these results requires further study.
In conclusion, all the results presented in this study support that
the ERK/Elk-1 pathway activation induced by cyP (PGA1 and
15d-PGJ2) treatment can be negatively-modulated by Sprouty2
and Spred1-2 proteins. These data suggest that the functional role
of these proteins may be relevant not only as regulators of RTK
(or G-protein-coupled receptors) signaling [6], but also as
modulators of the ERK pathway activation dependent on
Ras?GTP loading triggered by other stimuli, such as cyP [32–34].
Our data indicate, that the molecular activity of Sprouty2 on
cyP signaling would be downstream of Ras (probably at the level of
c-Raf activation), without having any effect on Ras?GTP levels
elicited by these prostanoids (Fig. 6). In addition, Sprouty2 P59A
P304A double mutant, which lacks the capacity to bind to Grb2
[12], inhibits the ERK/Elk-1 pathway after PGA1 treatment to a
similar extent as Sprouty2 wt, demonstrating that the Sprouty2
activity to repress the PGA1/ERK/Elk-1 pathway does not
require Grb2 binding (Fig. 6). Finally, we found that although
Sprouty2 Y55F mutant did not block cyP-induced ERK and Elk-1
activation, the treatment with PGA1 was unable to provoke in vivo
tyrosine-phosphorylation of Sprouty2, and c-Cbl/Sprouty2 bind-
ing (Fig. 6); however, RTK stimulation (mainly EGFR) induces
tyrosine-phosphorylation of Spry2 (at Y55 residue) enhancing its
binding affinity to the SH2 domain of c-Cbl, which leads to Spry2
ubiquitination [6]. Our data, suggest that, independently of
phosphorylation of tyrosine 55 and c-Cbl binding, this tyrosine
Figure 4. hSprouty2 does not affect PGA1-induced K-Ras 4B
activation. (A) HeLa cells transiently co-transfected with pCEFL-KZ-HA-
K-Ras 4B wt and pCEFL-KZ-HA-hSpry2 wt, or pCEFL-KZ-HA (vector), were
serum-starved for 18 h and then incubated with vehicle (-), either
100 ng/ml EGF, or 10 mM PGA1, for 15 min. Ras-GTP was recovered from
cell lysates by binding to immobilized GST containing the Ras?GTP
binding domain of Raf (GST-RBD) and detected by immunoblotting
with anti-HA mAb (upper panel). The expression levels of HA-K-Ras 4B
wt and HA-hSpry2 wt were detected by immunoblotting WCL with the
corresponding anti-HA mAb (lower panel). Results were similar in five
independent assays. (B) Quantitative analysis of K-Ras-GTP standardized
to K-Ras levels for the same type of experiments indicated in (A). The
histogram shows the mean and SD of five separate assays.
doi:10.1371/journal.pone.0016787.g004
Figure 5. hSprouty2 is not tyrosine-phosphorylated by PGA1
treatment. HeLa cells transiently transfected with pCEFL-KZ-AU5-
hSpry2 wt, were serum-starved for 18 h and then incubated with
vehicle (-), 100 ng/ml EGF, or 10 mM PGA1, for 15 min. Cell lysates were
immunoprecipitated with anti-AU5 mAb and analyzed by immunoblot
using anti-p-Y, -c-Cbl, and -AU5 antibodies. Expression levels of
endogenous c-Cbl were detected by immunoblotting with the
appropriate anti-c-Cbl antibody (lower blot), and using anti-ERK as
loading control. Results were similar in three additional experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0016787.g005
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residue might be involved in additional functions, unexplored to
date, which can exert a pivotal role in the molecular inhibitory
mechanism of Sprouty2 on the cyP signaling.
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ABSTRACT 
The molecular mechanism by which the cyclopentenone prostaglandin A1 (PGA1) 
negatively regulates cell proliferation remains elusive. Here, we report that PGA1 
triggers apoptosis by a mechanism that induces caspase activity through Ras isoform-
specific activation. Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) lacking expression of H- and 
N-Ras did not undergo apoptosis upon treatment with PGA1, and this biological effect is 
recovered by overexpression of either H-Ras, or N-Ras, in these knockout cells. 
Consistent with this, the Ras mutant C118S unable to bind PGA1 does not lead to cell 
death. Remarkably, PGA1-induced apoptosis was prompted by the activation of a pool 
of Ras proteins in the Golgi apparatus and endoplasmic reticulum. Mechanistic analysis 
revealed a crucial role of Raf-MEK-ERK signaling in PGA1-induced apoptosis. These 
results constitute the first model showing how PGA1 produce a specific physiological 
outcome through H- and N-Ras but not K-Ras and highlight the relevance of specific 
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INTRODUCTION 
The mammalian genome contains three ras genes that encode the 21-kDa 
proteins H-Ras, N-Ras, and K-Ras with their two isoforms, K-Ras4A and K-Ras4B, 
which are generated from two alternative fourth exons. Ras proteins are small GTPases 
that act as molecular switches connecting a wide spectrum of extracellular signals from 
cell-surface receptors to intracellular pathways in order to control cell proliferation, 
differentiation, senescence, and death1,2. Ras proteins are activated by Guanine 
nucleotide-Exchange Factors (GEFs), which promote the exchange of guanosine 
diphosphate (GDP) for guanosine triphosphate (GTP), resulting in a conformational 
change of the tertiary structure of Ras and exposing its effector-loop to interacting 
partners. The intrinsic GTPase activity of Ras proteins stimulated by GTPase-
Activating Proteins (GAPs) restores the GDP-bound state and terminates Ras signaling. 
Active GTP-bound Ras interacts with effector proteins that modulate different signaling 
pathways to generate specific biological outcomes3. Because Ras proteins are 
ubiquitously expressed (except K-Ras4A)4,5 and share a high degree of sequence 
homology and a large number of molecular effectors6, it was long assumed that their 
role was redundant. However, functional redundancy is not complete, as demonstrated 
by embryonic lethality in K-Ras knockouts7,8. Moreover, several approaches 
demonstrated that the three Ras proteins play specific roles according to Ras isoform–
dependent subcellular compartmentalization9-11. This observation implies that 
biochemical and biophysical aspects of specific subcellular sites determine both the Ras 
isoform and the set of effectors that could be recruited, thus generating different 
molecular and biological outputs12. 
Cyclopentenone prostaglandins (CyPG) are eicosanoids with a varied spectrum 
of biological activity, including anti-inflammatory and antitumor effects, induction of 
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oxidative stress, modulation of heat shock response, and antiviral activity13,14; they are 
thought to originate from the free radical–induced peroxidation of arachidonic acid 
(isoprostane pathway)15 and the dehydration of prostaglandins16,17. CyPG contain an α, 
β-unsaturated carbonyl group in the cyclopentane ring that favors the formation of 
Michael adducts with sulfhydryl groups of proteins18,19. This mechanism is responsible 
for many of the biological properties of these compounds. However, the variety of 
cellular response to CyPG appears to be cell type–specific and dose-dependent; indeed, 
cytoprotective and cytotoxic responses have been associated with low and high 
concentrations of CyPG, respectively20,21. In this regard, we reported that H-Ras is a 
target for the addition of a typical CyPG, the 15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2 (15d-
PGJ2), and that this effect is associated with specific activation of H-Ras–dependent 
pathways and increased proliferation and inhibition of apoptosis in NIH3T3 
fibroblasts22 and MCA3D keratinocytes23. Nevertheless, members of the prostaglandin 
A and J series act as potent inhibitors of some human tumors both in vitro and in vivo, 
by inducing cell cycle arrest and apoptosis13,16,24. In endothelial cells, activation of 
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) receptors by 15d-PGJ2 induces 
nuclear localization of receptors and caspase-mediated apoptosis25, and both 15d-PGJ2 
and PGA1 induce apoptosis in AGS cells by a PPAR–independent mechanism26. 
Although the role of CyPG as inducers of apoptosis is well documented, the relationship 
between Ras activation by CyPG and triggering of apoptosis, or proliferation, is not 
fully understood. We undertook the present study to explore the molecular mechanisms 
underlying PGA1-induced apoptosis. We found that PGA1 induces apoptosis in mouse 
fibroblast cells by specific activation of H-Ras and N-Ras at endomembranes and that 
this process requires activation of extracellular signal–regulated kinases (ERK). 
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RESULTS 
PGA1 induces apoptosis in fibroblasts 
CyPG display potent anti-proliferative activity in various cellular models. These 
compounds induce cell cycle arrest or apoptosis depending on the cell type and 
treatment conditions27-30. Synchronous starved NIH3T3 cells were incubated in the 
presence of PGA1 (see supplemental Fig. S1a) to assess anti-proliferative activity. Cell 
number decreased sharply, and cell counting revealed no viable cells after 48 h of 
treatment, even in the presence of strong mitogenic signals such as FGF (Fig. 1a). Flow 
cytometry analysis of propidium iodide–stained cells revealed that ~ 75% of PGA1-
treated cells showed an increase in hypodiploid DNA content after 24 h (Fig. 1b). In 
addition, DAPI staining also revealed apoptotic nuclear morphology after 24 h (Fig. 1c). 
Similar results were obtained in wild-type MEFs (data not shown). Caspase-3 cleavage 
was examined to verify that the effects of PGA1 on hypodiploid DNA content reflected 
apoptosis. Western blotting using an antibody that detects both pro-caspase and 
activated, cleaved forms of caspase-3 revealed the presence of cleaved caspase-3 in cell 
lysate from PGA1-treated cells, as well as cleaved poly(ADP-ribose) polymerase 
(PARP), a typical target for activated caspase (Fig. 2a, and supplemental Fig. S1b). 
Moreover, both annexin V–binding analysis (Fig. 2b) and DNA laddering (Fig. 2c) 
suggested that this cell death was due to an apoptotic process. In agreement with these 
data, both caspase-3 activation and the increase in annexin V–positive cells were 
completely abolished by the pan-caspase inhibitor Z-Asp-CH2-DCB (Fig. 2d). Taken 
together, these results strongly suggest that treatment of mouse fibroblast cells with 
PGA1 leads to apoptosis through activation of a caspase-dependent pathway. 
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PGA1-induced apoptosis requires expression of H-Ras and N-Ras 
PGA1-induced apoptosis has been reported in several cellular models, including 
cancer cells16. However, the precise molecular mechanism by which PGA1 elicits cell 
elimination remains unclear. We recently reported that PGA1 binds to and activates H-
Ras, N-Ras, and K-Ras to a similar extent31. Since Ras proteins promote activation of 
the effector cascades that trigger apoptosis32, we used a knockout approach to evaluate 
the potential role these proteins play in mediating PGA1-dependent apoptosis 
(supplemental Fig. S1c). Analysis of relevant apoptosis markers upon PGA1 incubation 
in MEFs for H-Ras-/- or N-Ras-/- did not reveal differences in caspase-3 activation or in 
PARP proteolysis compared to wild-type MEFs. Interestingly, in H-Ras-/-/N-Ras-/- 
double knockout MEFs, PGA1 failed to induce caspase activation and, therefore, 
apoptosis (Fig. 3a). Ectopic restitution of H-Ras or N-Ras expression in double 
knockout cells caused activation of PARP and caspase-3 by PGA1 (Fig. 3b). Given that 
PGA1-induced apoptosis requires expression of H-Ras or N-Ras, we reasoned that 
overexpression of these isoforms could synergize with the PGA1 effects. Indeed, PGA1-
induced dose-dependent increases in cleaved caspase-3 levels were much greater in 
NIH3T3 cell lines stably overexpressing ectopic AU5-H-Ras-wt or AU5-N-Ras-wt than 
in control cell lines (Fig. 3c, upper panel). In agreement with these data, treatment of 
Ras-overexpressing fibroblasts with PGA1 markedly increased the population of 
annexin V–positive cells (Fig. 3c, lower panel). Moreover, ectopic expression of a 
dominant negative mutant of H-Ras (H-Ras N17) reduced caspase-3 activation levels 
upon stimulation with PGA1 (Fig. 3d). Taken together, these results strongly suggest 
that signaling by H-Ras and N-Ras (but not K-Ras) is required to promote PGA1-
induced apoptosis. 
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PGA1 induces apoptosis through Ras-Cys118 
Our previous studies showed that PGA1 binds preferably to Cys118 in all three 
Ras proteins, and Cys184 and Cys181 in H-Ras31. However, rather than Cys184 or 
Cys181, PGA1 activates H-Ras by binding to Cys 11831. Since Cys181 is shared by N-
Ras and H-Ras, whereas Cys184 is unique to H-Ras, we speculated that Ras-Cys118 
was the main target for PGA1 in mediating apoptosis. To determine the relative 
contribution of Cys118, double-knockout MEFs were transfected with H-Ras-wt, H-
Ras-C118S, or H-Ras-C184S. As shown in Fig. 4a, expression of H-Ras-wt or H-Ras-
C184S induced caspase-3 activation in response to PGA1, whereas expression of H-Ras-
C118S did not. Furthermore, analysis of transfected PGA1-stimulated MEFs showed 
that the C118S mutant did not increase the annexin V–positive population (Fig. 4b). 
These data provide strong evidence that Cys118 is necessary for PGA1-induced 
apoptosis. 
 
PGA1 induces Ras activation in endomembranes 
The fact that the three Ras isoforms were activated by PGA131 while double-
knockout MEFs did not undergo apoptosis argues for the existence of an H-Ras and N-
Ras isoform-specific mechanism. Although Cys118 is a common binding site for PGA1 
in the three Ras isoforms, it is possible that, since PGA1 only binds K-Ras at this 
position, the signal originated is not sufficient to trigger apoptosis, thus highlighting the 
need for additional PGA1 binding to Cys181 or Cys184 of N-Ras or H-Ras. This led us 
to speculate that PGA1-induced apoptosis could probably involve H-Ras and N-Ras 
activation at specific subcellular localizations. Indeed, a considerable body of evidence 
supports the notion that Ras signaling, and therefore its biochemical and biological 
effects, is determined by the intracellular platform from which activation ensues33,34. K-
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Ras localize mainly in the plasma membrane, and phosphorylation of serine 181 
promotes their redistribution to mitochondria35, whereas H-Ras and N-Ras are 
associated with both the Golgi apparatus and the endoplasmic reticulum (ER), as well as 
with the plasma membrane9,36. To examine whether activation of Ras by PGA1 could be 
affected by intra-cellular localization, we measured the Ras-GTP levels induced by 
PGA1 in HeLa cells transiently transfected with H-Ras targeting either the plasma 
membrane or endomembrane compartments. We found that M1-H-Ras-SS and KDEL-
H-Ras-SS H-Ras constructs targeting the ER and the Golgi apparatus, respectively37, 
were activated after stimulation by PGA1 (Fig. 5a). In contrast, LCK-H-Ras-SS and 
CD8-H-Ras-SS, which directed H-Ras specifically towards the plasma membrane (lipid 
rafts and bulk membrane respectively37), were not activated by PGA1. Moreover, as 
shown in Fig. 5b, activated caspase-3 was detected in double-knockout MEFs 
transfected with M1-H-Ras-SS and KDEL-H-Ras-SS. To confirm that PGA1 
preferentially activated Ras on endomembranes, we studied the subcellular localization 
of PGA1-induced Ras activation in vivo using double fluorescence confocal microscopy 
analysis of CH7C17 Jurkat cells, a human T-cell line that does not express H-Ras, but 
activates endogenous N-Ras, ERK, and apoptosis in response to either PGA1 or CD338 
Abs (supplemental Fig. S2). For this purpose, we co-transfected CH7C17 cells with 
enhanced cyan fluorescent protein (CFP)-H-Ras, which co-distribute between the 
plasma membrane and the ER/Golgi complex, and YFP-RBD-Raf-1, a yellow 
fluorescent tracker of H-Ras activation in live cells. Whereas YFP-RBD-Raf-1 was 
localized throughout the cytoplasm of non-stimulated cells, stimulation with CD3 or 
PGA1 increased co-localization of YFP-RBD-Raf-1 with CFP-H-Ras on 
endomembranes (Fig. 5c) and was significantly higher than on the plasma membrane 
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(Fig. 5d). Thus, these results strongly suggest that PGA1 activates Ras proteins in 
endomembrane compartments.  
 
PGA1-dependent ERK activation is required for apoptosis 
One of the most important signaling pathways downstream of Ras is the 
Raf/MEK/ERK cascade. Since PGA1 induced activation of Ras proteins, we assessed 
activation of these kinases downstream of Ras. Treatment of normal (wt) MEFs with 
PGA1 induced activation of Raf, MEK, and ERK, although to a lesser extent than FGF 
(Fig. 6a). In agreement with these results, PGA1 treatment promoted significant 
activation of an Elk-1 luciferase reporter, although this activation was once again 
weaker than that induced by FGF (Fig. 6b). Despite the weak and short duration of 
phospho-ERK levels (supplemental Fig. S3), we speculated that this activation could be 
responsible for the apoptosis observed. To further examine whether ERK activation was 
required for PGA1-induced apoptosis, the MEK1/2 inhibitor U0126 was added before 
PGA1 treatment (–50 min) and left until the end of PGA1 treatment. As shown in Fig. 
6c, the inhibitor completely blocked caspase-3 activation and the increase in annexin V–
positive cells induced by PGA1 in wild-type MEFs (similar results were obtained when 
Raf activity was inhibited, data not shown). Taken together, these data strongly suggest 
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DISCUSSION 
Although PGA1 displays potent anti-proliferative activity, a fundamental yet 
unanswered question is that of how PGA1 triggers cell death. The cyclopentane ring of 
CyPG posses an α,β-unsaturated carbonyl group that reacts with sulfhydryl groups in 
cysteine residues of cellular proteins by means of Michael’s addition18,19. During recent 
years, several protein targets have been identified for CyPG, including NF-κB, AP1, 
Keap-1, and LKB139-42. We recently reported that Ras proteins can be modified by the 
addition of 15d-PGJ2 and PGA1; in fact, the three Ras isoforms (H-Ras, N-Ras, and K-
Ras4B) bind to and are activated by PGA122,31. Our results support the notion that PGA1 
induces apoptosis by a caspase-dependent mechanism that requires either H-Ras or N-
Ras, but not K-Ras. We also found that PGA1-induced apoptosis is likely initiated by a 
ER/Golgi complex pool of Ras and requires activation of ERK.  
Induction of apoptosis by PGA1 was previously reported in other cell types, such 
as endothelial cells, gastric epithelial cells, lung cancer cells, prostate cancer cells, and 
colon cancer cells25,26,43,44, as well as in quiescent mature immune cells45. In contrast, 
some cellular models suggest that PGA1 protects against apoptosis through a 
mechanism that involves inhibition of NF-kB activation46. Our results underscore the 
importance of new findings, namely, that PGA1-induced apoptosis required expression 
of H-Ras or N-Ras, but not K-Ras. Indeed, the only MEFs not to show activation of 
caspase-3 after stimulation with PGA1 were those that did not harbor both the H-ras and 
the N-ras genes; in addition, the percentage of apoptotic cells was similar to that of non-
treated cells. Consistent with this observation, the ectopic overexpression of H-Ras or 
N-Ras in double-knockout MEFs was sufficient to rescue the apoptotic levels induced 
by PGA1. Moreover, NIH3T3 cells constitutively overexpressing ectopic H-Ras or N-
Ras displayed synergistic enhancement of PGA1 apoptotic effects, even at low 
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concentrations. In addition, overexpression of a dominant negative mutant of H-Ras (H-
Ras N17) in fibroblasts caused a significant reduction in caspase-3 activation, indicating 
that functional Ras signaling is essential for PGA1-induced apoptosis. 
The mechanism of activation of Ras proteins by PGA1 remains elusive, although 
preliminary results from our laboratory suggest that PGA1 induces a Ras-active 
conformation by direct binding without the need for GEF proteins (García-Domínguez 
C.A. et al, manuscript in preparation). Our previous studies showed that PGA1 activates 
H-Ras, N-Ras, and K-Ras4B proteins31. Experiments to examine the sites of 
modification of H-Ras showed that PGA1 binds to Cys118, Cys181, and Cys184. 
However, PGA1 activates H-Ras by binding to Cys11831 rather than to Cys181 and 
Cys184. Since, Cys118 is a common binding site for PGA1 in the three Ras isoforms, 
we speculated that it was the main residue for PGA1 to elicit apoptosis. Indeed, 
mutation of Cys118 to serine in H-Ras blocks the apoptosis induced by PGA1.  
Our results clearly show that PGA1 activates Ras proteins in the ER/Golgi 
complex, but not in the plasma membrane (lipid rafts or bulk membrane). Consistent 
with these findings, CFP-H-Ras in CH7C17 cells co-localized in vivo with YFP-RBD-
Raf-1 in endomembrane systems upon stimulation with PGA1. The reason why Ras 
proteins are specifically activated by PGA1 in the ER/Golgi complex remains unknown. 
A large body of evidence supports the possibility that H-Ras/N-Ras activation can occur 
in this complex; nevertheless, the specific outcome of this activation remains open to 
debate. Thus, activated H-Ras targeting the Golgi apparatus has been reported to elicit 
strong activation of ERK and AKT, but weak activation of JNK, whereas the opposite 
effects were described when H-Ras targeted the ER47. Other studies9, however, which 
used the Golgi apparatus–tethering signal KDELr containing the mutation N193D that 
fixes it permanently to the Golgi apparatus, reported that activated H-Ras tethered to the 
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Golgi apparatus (KDEL-HRasV12-SS) only induced Ral and JNK signaling, whereas 
hyperactive H-Ras targeting the ER (M1-HRasV12-SS) displayed potent activation of 
ERK and AKT. We observed that PGA1 induces transitory and weak activation of ERK, 
although no effects on AKT or JNK phosphorylation were observed. At first glance, the 
ability of PGA1 to stimulate transitory activation of ERK appears to contradict most 
studies about apoptosis induced by Ras-ERK signaling, in which ERK activation was 
prolonged, whereas transient activation of ERK protects against death48,49. However, 
overexpression of the hyperactive M1-HRasV12-SS that promotes constitutive ERK 
activation and generated an anti-apoptotic signal9 did not induce apoptosis in wild-type 
MEFs (data not shown). Thus, our results support the notion that the nature, intensity, 
duration, and compartmentalization of Ras-ERK signaling provide a specific outcome. 
Further studies are necessary to elucidate the transduction pathway downstream of ERK 
that is associated with caspase-3 cleavage upon stimulation with PGA1.  
Our study provides new insight into how PGA1 generates a specific cellular 
effect by activating H-Ras and N-Ras in the ER and in the Golgi apparatus. Our 
findings reveal a novel mechanism by which PGA1 stimulates apoptosis as a 
consequence of activation of H-Ras and N-Ras in the ER/Golgi complex, whereas K-
Ras was dispensable for this function. Of note, we demonstrate that the Raf-MEK-ERK 
cascade is the signaling pathway responsible for this cell death through caspase-3 
activation. Our results highlight the relevance for physiological outcome of the 
intensity, duration, and specific subcellular location of Ras activation. 
METHODS 
Materials. Cell culture medium was purchased from Invitrogen (Carlsbad, California, 
USA). The pan-caspase inhibitors Z-Asp-CH2-DCB, U0126, and GW5074 were from 
BIOMOL Research Laboratories Inc. (Plymouth Meeting, Pennsylvania, USA). PGA1, 
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propidium iodide, DAPI (4′, 6-diamidino-2-phenylindole), and recombinant bFGF were 
from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). DEA-NO was from Alexis 
Biochemicals (Carlsbad). 
Cell culture. HeLa and NIH3T3 cells were obtained from ATCC (Manassas, Virginia, 
USA) and cultured in DMEM medium supplemented with 10% FBS (Invitrogen), 
penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 µg/ml), and L-glutamine (2 mM) at 37°C in a 
humidified 5% CO2 atmosphere. Knock-out MEFs for H-ras and/or N-ras genes are 
described elsewhere50. CH7C17 cells were cultured in RPMI medium supplemented 
with 10% FBS (Invitrogen). The synchronization process involved cells being cultured 
in normal medium for 24 h, serum-starved for 24 h, and then treated with PGA1 in the 
absence of serum.  
Cell proliferation and cell cycle analysis. Cells (2.5 × 105) were seeded in triplicate in 
60-mm dishes and synchronized as described above. They were then treated with FGF, 
PGA1, or vehicle (DMSO) for the specified times, trypsinized at different intervals, and 
counted with a hemocytometer. Cell cycle profiles were determined by propidium 
iodide staining (0.1 mg/ml) and flow cytometry, as previously described51.  
Annexin V-FITC staining. Cell lines were grown and treated as described above. 
Apoptosis was determined using fluorescein isothiocyanate–conjugated Annexin V 
(Annexin V-FITC)/Propidium Iodide Apoptosis Detection Kit (R&D systems, 
Minneapolis, Minnesota, USA) according to the manufacturer’s instructions. Cells that 
were positive for Annexin V-FITC and/or propidium iodide were analyzed using a BD 
FACS flow cytometer.  
Apoptosis assays. Cells were trypsinized, mounted on glass slides, and then fixed with 
70% ethanol. Morphological changes in chromatin structure were assessed after staining 
with DAPI, as described elsewhere52. Apoptosis was characterized according to 
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chromatin condensation and fragmentation using fluorescence microscopy. The 
incidence of apoptosis in each preparation was analyzed by counting 500 cells and 
determining the percentage of apoptotic cells.  
DNA constructs. The plasmids used—pCEFL-KZ-AU5, pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-wt, 
pCEFL-KZ-HA-H-Ras-wt, pCEFL-KZ-AU5-N-Ras-wt, and pGEX-GST-Raf-RBD—
have been described elsewhere22,31,53-56, as have pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-C118S (H-
RasC118S), pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-C184S pCEFL-KZ-HA-M1-H-RasSS, pCEFL-
KZ-HA-KDEL-H-RasSS, pCEFL-KZ-HA-CD8-H-RasSS, pCEFL-KZ-HA-LCK-H-
RasSS, pCEFL-KZ-HA-M1-H-RasV12SS, and pCEFL-KZ-HA-KDEL-H-RasV12SS9,37 
and pEYFP-Raf-RBD and pECFP- H-Ras-wt38.  
Cell transfection studies. Transient transfection was performed in NIH3T3, HeLa, and 
MEFs using Jet-PeiTM (Polyplus-Transfection, Illkirch, France). CH7C17 cells (15 × 
106) were transfected using the Pulser X-cell Electroporation System (Bio-Rad, 
Hercules, California, USA) at 250 V and 1,200 µF, with 25 µg of expression plasmids 
encoding the indicated constructs.  
Reporter gene analysis. Cells were transfected with 16 ng of pCDNAIII-Gal4-Elk1, 
0.1 µg of pRL-TK (a plasmid containing the Renilla luciferase gene under control of the 
HSV-TK promoter), and 0.3 µg of the reporter plasmid pGal4-Luc (containing the 
Photinus luciferase gene controlled by six copies of a Gal4 responsive element).  
T-cell activation and confocal microscopy. CH7C17 cells (15 × 106) were serum-
starved at 37°C for 2 h before stimulation with DMSO, PGA1 (30 µM/15 min), or anti-
human CD3ε T3b mAb (5 µg/ml)38. The spatial distribution of pEYFP-RBD-Raf-1 and 
pECFP-H-Ras was analyzed as described elsewhere38. 
Western blot analysis. Cells were lysed in a buffer containing 50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 
10% glycerol, 2% SDS, and 5% β-mercaptoethanol. Cell extracts (20 µg protein/lane) 
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underwent SDS-PAGE before being transferred to PVDF membranes (Millipore, 
Bedford, Massachusetts). After blocking with 5% milk in 0.1% Tween 20/PBS, 
membranes were incubated with the primary antibody. The first antibodies were anti-
caspase 3 (8G10), anti-PARP, anti-ERK, anti-pERK (thr202/tyr204) (Cell signaling 
Technology, Beverly, Massachusetts, USA), anti-K-Ras, anti-N-Ras (Santa Cruz, sc-
31), anti-CD3ε T3 mAb (ref. 38), anti-actin (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, 
California, USA), anti-H-Ras (Y132) (Abcam, Cambridge, UK), anti-HA and anti-AU5 
monoclonal antibodies (Berkeley Antibody Company, Berkeley, California, USA), and 
anti-rabbit and anti-mouse (Li-Cor Biosciences, Lincoln, New England, USA). Anti-
mouse or anti-rabbit horseradish peroxidase (1:3000, Bio-Rad) was used as a secondary 
antibody. Bands were visualized using an enhanced chemiluminescence detection kit 
(ECL, Amersham, Arlington Heights, Illinois, USA). 
Ras-GTP detection. The plasmid pGEX-RBD, which contains the Raf-Ras–binding 
domain fused to glutathione S-transferase (GST), was kindly provided by D. Shalloway. 
The GST fusion protein was purified following a previously described method22 from E. 
coli Bl21 (DE3) harboring the corresponding plasmid to express the protein. In all 
binding experiments and Ras-GTP detection assays, transfected mammalian cells were 
lysed in cold lysis buffer22, and 10 µg of the corresponding GST-fusion proteins 
coupled to glutathione-sepharose beads were added to the extracts and processed as 
described elsewhere22. 
DNA laddering. Floating and adherent cells were collected in TE/Triton buffer (0.2% 
Triton X-100, 10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA). Following incubation on ice for 10 
min, an aliquot of the lysate containing total DNA was removed, and the remaining 
lysates were centrifuged for 15 min at 14,000 × g and 4°C. Supernatant containing low-
molecular-weight DNA was transferred to a fresh tube and treated with DNase-free 
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RNase A (60 µg/ml) for 1 h at 37°C. SDS (0.5%) and proteinase K (150 µg/ml) were 
added, and the samples were incubated for 1 h at 50°C. DNA was precipitated by 
addition of 0.1 volumes of 0.5 M NaCl and 1.0 volume of isopropanol, followed by 
incubation on ice for 10 min. After centrifugation, DNA in TE buffer (10 mM Tris, pH 
8.0, 1 mM EDTA) was analyzed on 2% agarose gels. 
Statistical analysis. Data were analyzed using SPSS software (SPSS Inc, Chicago, 
Illinois, USA). ANOVA was used to test statistical significance. Results are expressed as 
mean ± SD of the indicated number of experiments. Statistical significance was evaluated 
using the t test for unpaired observations. A P value of less than 0.05 was considered 
significant. Western blots were analyzed using linear correlations between increasing 
amounts of protein and signal intensity. 
Pérez-Rodríguez et al.                                                              PGA1-induced apoptosis 
 18
ACKNOWLEDGMENTS 
APR, GL, TG, and LMD were recipients of fellowships from the Comunidad de Madrid 
(APR), Ministerio de Educación y Ciencia (GL, TG), and FIS-BEFI (LMD). JLO is 
member of the Miguel Servet Program (Fondo de Investigaciones Sanitarias, Instituto 
de de Salud Carlos III). Grant support was awarded to JMR from Fondo de 
Investigaciones Sanitarias-Intrasalud (PI09/0562) and the Spanish Association Against 
Cancer (AECC). JLO received grants from the Fondo de Investigaciones Sanitarias 
(CP07/00141 and PI10/00815). DPS received grants SAF2009-11642 and RETIC (Red 
de Investigación de Reacciones Adversas a Alergenos y Fármacos) RD07/0064/0007 
from the Instituto de San Carlos III. ES received grant from the Fondo de 
Investigaciones Sanitarias (PS09/01979). JMS received grants from the Fondo de 
Investigaciones Sanitarias (PI070356) and “Ayuda Intramural de Incorporación al 
CSIC”. ES, JMR, and PC, respectively, received grants RD06/0020/0000, 
RD06/0020/0003, and RD06/0020/0105 from Instituto de San Carlos III-RETIC (Red 
Temática de Investigación Cooperativa en Cáncer).  
AUTHOR CONTRIBUTIONS 
APR, BA, JC, CAGD, and SH performed most of the experiments analyzing PGA1-
elicited Ras activation and cell apoptosis. NM, GL, TG, and LMD were involved in the 
analysis of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway. JMS and SI designed and performed 
CH7C17 localization imaging assays. ES provided MEFs and PC provided tagged Ras 
constructs; both authors contributed to the design of experiments. DPS shared 
preliminary data and conceived experimental approaches. JMR and JLO conceived and 
designed experiments, prepared final figures, and wrote the manuscript. 
 
 





1 Karnoub, A. E. & Weinberg, R. A. Ras oncogenes: split personalities. Nat Rev 
Mol Cell Biol 9, 517-531 (2008). 
2 Omerovic, J., Hammond, D. E., Clague, M. J. & Prior, I. A. Ras isoform 
abundance and signalling in human cancer cell lines. Oncogene 27, 2754-2762 
(2008). 
3 Mitin, N., Rossman, K. L. & Der, C. J. Signaling interplay in Ras superfamily 
function. Curr Biol 15, R563-574 (2005). 
4 Furth, M. E., Aldrich, T. H. & Cordon-Cardo, C. Expression of ras proto-
oncogene proteins in normal human tissues. Oncogene 1, 47-58 (1987). 
5 Leon, J., Guerrero, I. & Pellicer, A. Differential expression of the ras gene 
family in mice. Mol Cell Biol 7, 1535-1540 (1987). 
6 Buday, L. & Downward, J. Many faces of Ras activation. Biochim Biophys Acta 
1786, 178-187 (2008). 
7 Koera, K. et al. K-ras is essential for the development of the mouse embryo. 
Oncogene 15, 1151-1159 (1997). 
8 Johnson, L. et al. K-ras is an essential gene in the mouse with partial functional 
overlap with N-ras. Genes Dev 11, 2468-2481 (1997). 
9 Matallanas, D. et al. Distinct utilization of effectors and biological outcomes 
resulting from site-specific Ras activation: Ras functions in lipid rafts and Golgi 
complex are dispensable for proliferation and transformation. Mol Cell Biol 26, 
100-116 (2006). 
10 Roy, S. et al. Dominant-negative caveolin inhibits H-Ras function by disrupting 
cholesterol-rich plasma membrane domains. Nat Cell Biol 1, 98-105 (1999). 
11 Prior, I. A. et al. GTP-dependent segregation of H-ras from lipid rafts is required 
for biological activity. Nat Cell Biol 3, 368-375 (2001). 
12 Omerovic, J., Laude, A. J. & Prior, I. A. Ras proteins: paradigms for 
compartmentalised and isoform-specific signalling. Cell Mol Life Sci 64, 2575-
2589 (2007). 
13 Kato, T., Fukushima, M., Kurozumi, S. & Noyori, R. Antitumor activity of delta 
7-prostaglandin A1 and delta 12-prostaglandin J2 in vitro and in vivo. Cancer 
Res 46, 3538-3542 (1986). 
14 Kim, I. K., Lee, J. H., Sohn, H. W., Kim, H. S. & Kim, S. H. Prostaglandin A2 
and delta 12-prostaglandin J2 induce apoptosis in L1210 cells. FEBS Lett 321, 
209-214 (1993). 
15 Musiek, E. S. et al. Cyclopentenone isoprostanes are novel bioactive products of 
lipid oxidation which enhance neurodegeneration. J Neurochem 97, 1301-1313 
(2006). 
16 Straus, D. S. & Glass, C. K. Cyclopentenone prostaglandins: new insights on 
biological activities and cellular targets. Med Res Rev 21, 185-210 (2001). 
17 Roberts, L. J., 2nd & Morrow, J. D. Products of the isoprostane pathway: unique 
bioactive compounds and markers of lipid peroxidation. Cell Mol Life Sci 59, 
808-820 (2002). 
18 Narumiya, S., Ohno, K., Fukushima, M. & Fujiwara, M. Site and mechanism of 
growth inhibition by prostaglandins. III. Distribution and binding of 
prostaglandin A2 and delta 12-prostaglandin J2 in nuclei. J Pharmacol Exp Ther 
242, 306-311 (1987). 
Pérez-Rodríguez et al.                                                              PGA1-induced apoptosis 
 20
19 Sanchez-Gomez, F. J., Cernuda-Morollon, E., Stamatakis, K. & Perez-Sala, D. 
Protein thiol modification by 15-deoxy-Delta12,14-prostaglandin J2 addition in 
mesangial cells: role in the inhibition of pro-inflammatory genes. Mol 
Pharmacol 66, 1349-1358 (2004). 
20 Stamatakis, K., Sanchez-Gomez, F. J. & Perez-Sala, D. Identification of novel 
protein targets for modification by 15-deoxy-Delta12,14-prostaglandin J2 in 
mesangial cells reveals multiple interactions with the cytoskeleton. J Am Soc 
Nephrol 17, 89-98 (2006). 
21 Musiek, E. S., Milne, G. L., McLaughlin, B. & Morrow, J. D. Cyclopentenone 
eicosanoids as mediators of neurodegeneration: a pathogenic mechanism of 
oxidative stress-mediated and cyclooxygenase-mediated neurotoxicity. Brain 
Pathol 15, 149-158 (2005). 
22 Oliva, J. L. et al. The cyclopentenone 15-deoxy-delta 12,14-prostaglandin J2 
binds to and activates H-Ras. Proc Natl Acad Sci U S A 100, 4772-4777 (2003). 
23 Millan, O. et al. Potentiation of tumor formation by topical administration of 15-
deoxy-delta12,14-prostaglandin J2 in a model of skin carcinogenesis. 
Carcinogenesis 27, 328-336 (2006). 
24 Sasaki, H. et al. Human ovarian cancer cell lines resistant to cisplatin, 
doxorubicin, and L-phenylalanine mustard are sensitive to delta 7-prostaglandin 
A1 and delta 12-prostaglandin J2. Gynecol Oncol 41, 36-40 (1991). 
25 Bishop-Bailey, D. & Hla, T. Endothelial cell apoptosis induced by the 
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) ligand 15-deoxy-Delta12, 
14-prostaglandin J2. J Biol Chem 274, 17042-17048 (1999). 
26 Liu, J. D. et al. Involvement of c-jun N-terminal kinase activation in 15-deoxy-
delta12,14-prostaglandin J2-and prostaglandin A1-induced apoptosis in AGS 
gastric epithelial cells. Mol Carcinog 37, 16-24 (2003). 
27 de Bittencourt, P. I., Jr., Miyasaka, C. K., Curi, R. & Williams, J. F. Effects of 
the antiproliferative cyclopentenone prostaglandin A1 on glutathione 
metabolism in human cancer cells in culture. Biochem Mol Biol Int 45, 1255-
1264 (1998). 
28 Tsubouchi, Y. et al. Inhibition of human lung cancer cell growth by the 
peroxisome proliferator-activated receptor-gamma agonists through induction of 
apoptosis. Biochem Biophys Res Commun 270, 400-405 (2000). 
29 Chinetti, G. et al. Activation of proliferator-activated receptors alpha and 
gamma induces apoptosis of human monocyte-derived macrophages. J Biol 
Chem 273, 25573-25580 (1998). 
30 Kawahito, Y. et al. 15-deoxy-delta(12,14)-PGJ(2) induces synoviocyte apoptosis 
and suppresses adjuvant-induced arthritis in rats. J Clin Invest 106, 189-197 
(2000). 
31 Renedo, M. et al. Modification and activation of Ras proteins by electrophilic 
prostanoids with different structure are site-selective. Biochemistry 46, 6607-
6616 (2007). 
32 Cox, A. D. & Der, C. J. The dark side of Ras: regulation of apoptosis. Oncogene 
22, 8999-9006 (2003). 
33 Philips, M. R. Compartmentalized signalling of Ras. Biochem Soc Trans 33, 
657-661 (2005). 
34 Omerovic, J. & Prior, I. A. Compartmentalized signalling: Ras proteins and 
signalling nanoclusters. Febs J 276, 1817-1825 (2009). 
35 Bivona, T. G., Quatela, S. & Philips, M. R. Analysis of Ras activation in living 
cells with GFP-RBD. Methods Enzymol 407, 128-143 (2006). 
Pérez-Rodríguez et al.                                                              PGA1-induced apoptosis 
 21
36 Rocks, O. et al. An acylation cycle regulates localization and activity of 
palmitoylated Ras isoforms. Science 307, 1746-1752 (2005). 
37 Arozarena, I. et al. Activation of H-Ras in the endoplasmic reticulum by the 
RasGRF family guanine nucleotide exchange factors. Mol Cell Biol 24, 1516-
1530 (2004). 
38 Ibiza, S. et al. Endothelial nitric oxide synthase regulates N-Ras activation on 
the Golgi complex of antigen-stimulated T cells. Proc Natl Acad Sci U S A 105, 
10507-10512 (2008). 
39 Cernuda-Morollon, E., Pineda-Molina, E., Canada, F. J. & Perez-Sala, D. 15-
Deoxy-Delta 12,14-prostaglandin J2 inhibition of NF-kappaB-DNA binding 
through covalent modification of the p50 subunit. J Biol Chem 276, 35530-
35536 (2001). 
40 Perez-Sala, D., Cernuda-Morollon, E. & Canada, F. J. Molecular basis for the 
direct inhibition of AP-1 DNA binding by 15-deoxy-Delta 12,14-prostaglandin 
J2. J Biol Chem 278, 51251-51260 (2003). 
41 Levonen, A. L. et al. Cellular mechanisms of redox cell signalling: role of 
cysteine modification in controlling antioxidant defences in response to 
electrophilic lipid oxidation products. Biochem J 378, 373-382 (2004). 
42 Wagner, T. M., Mullally, J. E. & Fitzpatrick, F. A. Reactive lipid species from 
cyclooxygenase-2 inactivate tumor suppressor LKB1/STK11: cyclopentenone 
prostaglandins and 4-hydroxy-2-nonenal covalently modify and inhibit the 
AMP-kinase kinase that modulates cellular energy homeostasis and protein 
translation. J Biol Chem 281, 2598-2604 (2006). 
43 Chiang, P. C. et al. Induction of Fas clustering and apoptosis by coral prostanoid 
in human hormone-resistant prostate cancer cells. Eur J Pharmacol 542, 22-30 
(2006). 
44 Cassidy, P. B. et al. Thioredoxin reductase is required for the inactivation of 
tumor suppressor p53 and for apoptosis induced by endogenous electrophiles. 
Carcinogenesis 27, 2538-2549 (2006). 
45 Bureau, F. et al. Constitutive nuclear factor-kappaB activity preserves 
homeostasis of quiescent mature lymphocytes and granulocytes by controlling 
the expression of distinct Bcl-2 family proteins. Blood 99, 3683-3691 (2002). 
46 He, J. K., Gu, Z. L. & Fan, P. S. Inhibitory effects of prostaglandin A1 on 
apoptosis of rat cardiac microvascular endothelial cells was mediated by NF-
kappaB. Acta Pharmacol Sin 23, 331-335 (2002). 
47 Chiu, V. K. et al. Ras signalling on the endoplasmic reticulum and the Golgi. 
Nat Cell Biol 4, 343-350 (2002). 
48 Arany, I., Megyesi, J. K., Kaneto, H., Price, P. M. & Safirstein, R. L. Cisplatin-
induced cell death is EGFR/src/ERK signaling dependent in mouse proximal 
tubule cells. Am J Physiol Renal Physiol 287, F543-549 (2004). 
49 di Mari, J. F., Davis, R. & Safirstein, R. L. MAPK activation determines renal 
epithelial cell survival during oxidative injury. Am J Physiol 277, F195-203 
(1999). 
50 Castellano, E., De Las Rivas, J., Guerrero, C. & Santos, E. Transcriptional 
networks of knockout cell lines identify functional specificities of H-Ras and N-
Ras: significant involvement of N-Ras in biotic and defense responses. 
Oncogene 26, 917-933 (2007). 
51 Nakagawa, M. et al. Phorbol ester-induced G1 phase arrest selectively mediated 
by protein kinase Cdelta-dependent induction of p21. J Biol Chem 280, 33926-
33934 (2005). 
Pérez-Rodríguez et al.                                                              PGA1-induced apoptosis 
 22
52 Tanaka, Y., Gavrielides, M. V., Mitsuuchi, Y., Fujii, T. & Kazanietz, M. G. 
Protein kinase C promotes apoptosis in LNCaP prostate cancer cells through 
activation of p38 MAPK and inhibition of the Akt survival pathway. J Biol 
Chem 278, 33753-33762 (2003). 
53 Rojas, J. M. et al. A 15 amino acid stretch close to the Grb2-binding domain 
defines two differentially expressed hSos1 isoforms with markedly different 
Grb2 binding affinity and biological activity. Oncogene 12, 2291-2300 (1996). 
54 Taylor, S. J. & Shalloway, D. Cell cycle-dependent activation of Ras. Curr Biol 
6, 1621-1627 (1996). 
55 Zarich, N., Oliva, J. L., Jorge, R., Santos, E. & Rojas, J. M. The isoform-specific 
stretch of hSos1 defines a new Grb2-binding domain. Oncogene 19, 5872-5883 
(2000). 
56 Jorge, R. et al. HSos1 contains a new amino-terminal regulatory motif with 
























Figure 1. PGA1 promotes cell death in NIH3T3 cells. a) Serum-starved cultures of 
cells were treated with 30 µM PGA1, 50 ng/ml FGF, or DMSO every 24 h. Left panel, 
cells were collected at 24, 48, or 72 h and scored by cell counting; data are presented as 
mean ± SD (n=3). Right panel, cell morphology was recorded by phase-contrast 
micrograph 24 h after treatment. b) Analysis of sub-G1 (hypodiploid) DNA content in 
NIH3T3 cells 24 h after addition of 30 µM PGA1 or DMSO; results are expressed as 
mean ± SD (n=5). c) Upper panel, a representative picture of NIH3T3 cells after DAPI 
staining. Nuclear morphology is shown 24 h after treatment with DMSO or with 30 µM 
PGA1. Arrows highlight the apoptotic nuclei. Lower panel, the percentage of apoptotic 
nuclei was determined by DAPI staining 24 h after addition of DMSO or 30 µM PGA1; 
results are expressed as mean ± SD of five independent experiments. **P≤0.001 
compared with non-stimulated (DMSO) cells.   
 
Figure 2. PGA1 stimulates apoptotic cell death. Serum-starved cultures of wild-type 
MEFs were stimulated with 30 µM PGA1 or DMSO and harvested 3 h after treatment 
(see supplemental Fig. S1A. a) Lysates prepared from cells were analyzed by Western 
blotting for pro- and cleaved forms of caspase-3 and PARP. Detection of β-actin (actin) 
was used as a loading control, and the levels of cleaved caspase 3, which were 
determined by densitometry, are provided at the bottom of the Western blot (SD < 10% 
average in each case). b) Twenty-four hours after treatment with 30 µM PGA1 or 
DMSO, cells were analyzed for apoptosis using annexin V/FITC staining in a FACS 
flow cytometer and the percentage of apoptosis was determined. c) Low-molecular-
weight DNA was isolated and fractionated on agarose gels 24 h after treatment with 30 
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µM PGA1 or DMSO (see “Methods”). d) Cells stimulated with 30 µM PGA1 or DMSO 
in the presence or absence of Z-Asp-CH2-DCB (20 µM) were harvested 3 h after 
treatment. Upper panel, cell lysates were prepared and analyzed using Western blot as 
in a. The levels of cleaved caspase 3, determined by densitometry, are provided at the 
bottom of the Western blot (SD < 10% average in each case). All experiments (a-d) 
were carried out 4 times with similar results. Lower panel, annexin V/FITC staining 
analysis was performed as in b. Results are expressed as mean ± SD (n=3), ***P≤0.001 
and **P≤0.01 compared with non-stimulated (DMSO) cells. In all cases, similar results 
were obtained with NIH3T3 cells (data not shown).  
 
Figure 3. Apoptosis induced by PGA1 depends on H-Ras and N-Ras. Serum-starved 
WT, H-Ras-/-, N-Ras-/-, or H-Ras-/-/N-Ras-/- MEFs were stimulated with 30 µM PGA1 or 
DMSO and harvested 3 h after treatment. a) Upper panel, a representative Western blot 
analysis as in Figure 2a. Three additional experiments gave similar results and the 
levels of cleaved caspase 3, which were determined by densitometry, are provided at the 
bottom of each Western blot (SD < 10% average in each case). Lower panel, annexin 
V/FITC staining analysis was performed as in Figure 2a. Results (mean ± SD, n=4) are 
expressed as fold-increase in the percentage of DMSO-treated cells ***P≤0.001. b) H-
Ras-/-/N-Ras-/- MEFs transiently transfected with pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-wt (AU5-H-
Ras), pCEFL-KZ-AU5-N-Ras-wt (AU5-N-Ras), or pCEFL-KZ-AU5 (Vector) were 
serum-starved for 24 h and then incubated with vehicle (-) or 30 µM PGA1 (+). wt 
MEFs (WT) were analyzed in parallel using the same stimuli. Cell lysates were 
obtained 3 h after treatment and analyzed using Western blot; the expression level of the 
ectopic AU5-Ras was assessed using anti-AU5. The levels of cleaved caspase 3 (b-d), 
which were determined by densitometry, are provided at the bottom of the Western blot. 
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The figures indicate the average levels of cleaved caspase-3 relative to controls of at 
least four independent experiments (SD < 10% average in each case). c) NIH3T3 cells 
stably transfected with pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-wt (AU5-H-Ras), pCEFL-KZ-AU5-N-
Ras-wt (AU5-N-Ras), or pCEFL-KZ-AU5 (Vector) were serum-starved for 24 h and 
then incubated with vehicle (-) or PGA1 (10 and 30 µM) and harvested 3 h after 
treatment. Upper panel, cell lysates were analyzed using Western blot as in Figure 3b. 
Lower panel, annexin V/FITC staining analysis was performed as in Figure 2b (using 
30 µM of PGA1). Results (mean ± SD, n=3) are expressed as fold-increase in the 
percentage of DMSO-treated cells, ***P≤0.001 and *P≤0.05 compared with non-
stimulated (DMSO) cells. d) NIH3T3 cells transiently transfected with pCEFL-KZ-
AU5-H-Ras-N17 (H-RasN17) or pCEFL-KZ-AU5 (Vector) were serum-starved for 24 
h and then incubated with vehicle (-) or 30 µM PGA1 (+). Cell lysates were obtained 3 h 
after treatment and analyzed using Western blot as in panel a.   
 
Figure 4. Ras-Cys118 is necessary for PGA1-induced apoptosis. H-Ras-/-/N-Ras-/- 
MEFs transiently transfected with pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-wt (H-RasWT), pCEFL-KZ-
AU5-H-Ras-C118S (H-RasC118S), or pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-C184S (H-RasC184S), 
were serum-starved for 24 h and then incubated with vehicle (-) or 30 µM PGA1 (+). a) 
Cell lysates were obtained 3 h after treatment and analyzed using Western blot; the 
expression level of ectopic AU5-Ras was assessed using anti-AU5. The results shown 
are from a representative experiment, and similar results were obtained from three 
additional, separate experiments. The levels of cleaved caspase 3, which were 
determined by densitometry, are provided at the bottom of the Western blot (SD < 10% 
average in each case).  b) Annexin V/FITC staining analysis was performed as in Figure 
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2B. Results (mean ± SD, n=4) are expressed as the fold-increase in the percentage of 
DMSO-treated cells, ***P≤0.001 compared with non-stimulated (DMSO) cells.  
  
Figure 5. Activation of Ras by PGA1 occurs in endomembrane compartments. a) 
HeLa cells transiently transfected with pCEFL-KZ-HA-H-Ras-wt, pCEFL-KZ-HA-M1-
H-RasSS, pCEFL-KZ-HA-KDEL-H-RasSS, pCEFL-KZ-HA-LCK-H-RasSS, or 
pCEFL-KZ-HA-CD8-H-RasSS were serum-starved for 24 h and then incubated with 
DMSO, EGF (100 ng/ml, for 15 min), or PGA1 (30 µM for 15 min.). Ras-GTP was 
recovered from cell lysates by binding to immobilized GST containing the Ras-GTP 
binding domain of Raf and detected by immunoblotting with anti-HA monoclonal 
antibody (upper panel). The expression levels of the transfected HA-H-Ras constructs 
were detected by immunoblotting the cell extracts with the corresponding anti-HA 
monoclonal antibody (lower panel). The results shown are from a representative 
experiment, and similar results were obtained from three additional, separate 
experiments. Ras-GTP levels were determined by densitometry and are shown at the 
bottom of the Western blot (SD < 10% average in each case, n=4). b) H-Ras-/-/N-Ras-/- 
MEFs transiently transfected with pCEFL-KZ-HA-H-Ras-wt (WT), pCEFL-KZ-HA-
M1-H-RasSS (M1), or pCEFL-KZ-HA-KDEL-H-RasSS (KDEL) were serum-starved 
for 24 h and then incubated with vehicle (-) or 30 µM PGA1 (+). Cell lysates were 
obtained 3 h after treatment and were analyzed using Western blot; the expression level 
of the ectopic HA-Ras was assessed using anti-HA. Levels of cleaved caspase 3 were 
determined by densitometry and are provided at the bottom of the Western blot (SD < 
10% average in each case). c) CH7C17 cells transiently co-transfected with pEYFP-
Raf-RBD (yellow, RBD-Raf-1) and pECFP-H-Ras-wt (cyan, H-Ras-CFP) were serum-
starved for 24 h and then incubated with DMSO (non-stimulated), 30 µM PGA1, or 5 
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µg/ml anti CD3 Ab. The subcellular localization of RBD-Raf-1 and H-Ras was recorded 
using confocal fluorescence microscopy at 15 min after treatment. Right, the 
corresponding profile analysis of the intensity and distribution of H-Ras (cyan solid 
line) and RBD-Raf-1 (yellow dashed line) along a cross-section of the regions of 
interest R1-3 (ER/Golgi) are shown. d) Comparative quantitative analysis of the cellular 
localization of YFP-RBD-Raf-1 (RBD) in CH7C17 cells transiently co-transfected with 
pEYFP-Raf-RBD and pECFP-H-Ras-wt. Histograms show the ratio of YFP-RBD-Raf-
1/CFP-H-Ras accumulation in the ER/Golgi complex (white) or at the plasma 
membrane (PM) (green) of CH7C17 cells. At least 100 cells were scored for each 
condition. Data are expressed as mean ± SD of three independent experiments. 
***P≤0.001 and *P≤0.05 compared with non-stimulated (DMSO) cells (-).   
 
Figure 6. ERK activation is necessary for PGA1-dependent apoptosis. Serum-
starved wt MEFs were stimulated with 30 µM PGA1, FGF, or DMSO. a) Lysates 
prepared from cells 15 min after treatment underwent Western blotting for relevant 
components of the Raf/MEK/ERK pathway. Similar results were obtained in three 
additional experiments. The levels of p-cRaf, p-MEK1/2, and p-ERK1/2, which were 
determined by densitometry, are provided at the bottom of each Western blot (SD < 
10% average in each case, n=4). b) Cells were co-transfected with the plasmids 
pcDNAIII-Gal4-Elk1, pGal4-Luc, and pTK-Renilla 24 h prior to synchronization. 
Firefly luciferase activity was determined 6 h after stimulation with PGA1 and 
normalized to Renilla luciferase activity. Results, in arbitrary units (AU), are expressed 
as mean ± SD (n=3). c) MEK1/2 inhibitor U0126 (5 µM) was added 50 min before 
PGA1 treatment (30 µM) and left in the medium until processing. Upper panel. Cell 
lysates were prepared and analyzed using Western blot for detection of cleaved caspase-
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3. Similar results were obtained in three additional experiments, and the levels of 
cleaved caspase 3, which were determined by densitometry, are provided at the bottom 
of the Western blot (SD < 10% average in each case). Lower panel, annexin V/FITC 
staining analysis was performed as in Figure 2b (using PGA1 30 µM). Results (mean ± 
SD, n=4) are expressed as a fold increase in the percentage of DMSO-treated cells, 
**P≤0.001 compared with non-stimulated (DMSO) cells. 





Figure S1. a) Schematic representation of the protocol followed in most studies. PGA1 
was added 24 h after serum deprivation, which corresponds to the G0/G1 phase. In cell 
proliferation assays, the medium was removed every 24 h, and fresh medium plus PGA1 
was added. b) Dose-response analysis for PGA1. Wild-type MEFs were stimulated with 
different concentrations of PGA1 and harvested 3 h after treatment. Lysates prepared 
from cells were analyzed by Western blotting for detection of cleaved forms of caspase-
3 and PARP. Levels of cleaved caspase 3 and cleaved PARP, as determined by 
densitometry, are provided at the bottom of the blot (SD < 10% average in each case, 
n=4). c) Analysis of Ras isoform protein levels in MEFs. Starved cultures of MEFs 
were treated with 30 µM PGA1 or DMSO and harvested 3 h after treatment. Cell lysates 
were analyzed using Western blotting for H-ras, N-ras, and K-Ras. Detection of β-actin 
(Actin) was used as a loading control. Similar results were observed in three 
independent experiments. 
 
Figure S2. PGA1 induces Ras-ERK activation and apoptosis in CH7C17 cells. a) 
Serum-starved CH7C17 cells were stimulated with DMSO, anti-CD3 (5 µg/ml), or 
PGA1 (30 µM). N-Ras-GTP levels were assessed by pull-down assays. Levels of N-Ras 
activation, which were determined by densitometry are provided at the bottom of the 
Western blot (SD < 10% average in each case, n=3). b) Annexin V/FITC staining 
analysis of CH7C17 cells stimulated with DMSO or PGA1 (30 µM). Results (mean ± 
SD, n=3) are expressed as a fold increase over the percentage of annexin V–positive 
cells after incubation with DMSO. **P<0.01 compared with non-stimulated (DMSO) 
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cells. c) Lysates prepared from CH7C17 cells previously stimulated with DMSO, anti-
CD3 (5 µg/ml), or PGA1 (30 µM for indicated times) underwent Western blotting for 
ERK and p-ERK. Levels of ERK1/2 activation, which were determined by 
densitometry, are provided at the bottom of the Western blot (SD < 10% average in 
each case, n=3). 
 
Figure S3. Analysis of PGA1-elicited ERK activation. a) Time-course analysis for 
PGA1. Wild type MEFs were stimulated with 30 µM PGA1 or DMSO and harvested at 
the indicated times. b) Dose-response analysis for PGA1. Wild-type MEFs were 
stimulated with different concentrations of PGA1 or EGF (100 ng/ml) and harvested 15 
min after treatment.  c) Starved cultures of MEFs were treated with 30 µM PGA1 or 
DMSO (-) and harvested 15 min after treatment. In all cases, lysates prepared from cells 
underwent Western blotting for pERK and ERK. Similar results were observed in three 
independent experiments. d) Serum starved cultures of MEFs treated with 30 µM PGA1 
or DMSO in the presence of the MEK1/2 inhibitor U0126 (5 µM) added 50 min before 
PGA1 treatment and left in the medium until processing. Values indicate the fold 
induction in pERK levels normalized to total ERK levels and DMSO, as determined by 
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